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Laktoferin je glavni glikoprotein, ki veţe ţelezo v človeškem mleku. Deluje 
protimikrobno, protivnetno, imunomodulatorno, protirakavo in ima še številne druge 
fiziološke vloge. Laktoferin in drugi proteini so kompleksne molekule, zato za njihovo 
vrednotenje potrebujemo kombinacije primernih analiznih metod. Primarni namen 
magistrske naloge je bil razviti stabilnostno indikativno analizno metodologijo, ki 
omogoča vrednotenje stabilnosti laktoferina v predformulaciji in v končnih izdelkih.  
Osredotočili smo se na reverznofazno in izključitveno kromatografijo, ki sta 
komplementarni metodi. Preizkusili smo štiri različne reverznofazne in dve izključitveni 
kromatografski koloni. Metode smo optimizirali s spreminjanjem posameznih 
kromatografskih pogojev. Z analizo stresnih vzorcev laktoferina smo med razvitimi 
metodami izbrali najprimernejšo z vidika ločbe in oblike kromatografskega vrha za 
laktoferin. Izbrane kromatografske metode smo uspešno validirali v skladu s smernicami 
ICH, potrdili smo stabilnostno indikativnost teh metod in ovrednotili njihovo vlogo pri 
testiranju stabilnosti laktoferina. Kromatografske metode smo nato primerjali z UV 
spektroskopijo in fluorescenco. Za kvalitativno in kvantitativno določanje laktoferina so 
primernejše kromatografske metode, ki jih lahko glede na namen analize dopolnjujemo s 
spektroskopskimi, saj jih odlikuje hitrost analize in cenovna dostopnost.  
Pri analizi realnih vzorcev smo ugotovili, da topilo za pripravo vzorca vpliva na določanje 
laktoferina. Za kvantifikacijo je primernejša reverznofazna kromatografija, ki je boljša od 
izključitvene kromatografije z vidika validacijskih parametrov in manjšega vpliva topila 
vzorca na odziv laktoferina. Zato smo z njo preverili vsebnost laktoferina v treh 
komercialnih izdelkih in šestih polizdelkih ter tudi potrdili ustreznost metode za predviden 
namen uporabe.  
V okviru stresnih testov smo ugotovili, da je laktoferin najbolj občutljiv na bazični medij 
ter povišano temperaturo, najmanj pa na izpostavitev svetlobi. Potrdili smo veljavnost 
Arrheniusove enačbe za laktoferin med 60 in 80 °C. Ugotovili smo, da obstaja razlika v 
stabilnosti laktoferina v končnem izdelku v primerjavi s čistim laktoferinom. Vpeljan 
stabilnostno indikativni analizni pristop omogoča vrednotenje stabilnosti laktoferina 
vključno s sposobnostjo zaznave razlik v mehanizmu pretvorbe laktoferina.  
Ključne besede: laktoferin, HPLC, spektroskopske metode, stabilnostno indikativna 
metodologija   





Lactoferrin is the main iron-binding glycoprotein in human milk. It has anti-microbial, 
anti-inflammatory, immunomodulatory, anticancer and many other physiological activities. 
Lactoferrin and other proteins are complex molecules; therefore a combination of 
appropriate analytical methods for their evaluation is needed. The main purpose of our 
work was to develop a stability indicating analytical methodology that would serve for 
stability evaluation of lactoferrin in preformulation studies as well as in final products.  
We were focused on two complementary methods: reversed-phase and size-exclusion 
chromatography. Methods were optimized on four different reversed-phase and two 
size-exclusion columns by modifying individual chromatographic conditions. The final 
methods were selected in a forced degradation study based on the resolution ability and the 
chromatographic peak shape of lactoferrin. The selected methods were successfully 
validated according to ICH guidelines, also confirming their stability indicating nature. 
Chromatographic methods were then compared to UV-spectroscopy and fluorescence and 
they proved to be more appropriate for qualitative and quantitative evaluation of 
lactoferrin. However, the complementary information from simpler, faster and more 
accessible spectroscopic techniques may be valuable in some cases. 
During the real sample analyses it was observed that the sample media affect lactoferrin 
quantification. The reversed-phase chromatography was shown to be a more suitable 
option for quantitative analysis of lactoferrin compared to the size-exclusion chromatography 
because of its better validation performance and lesser sample media influence on the 
chromatographic response. The established reversed-phase method was afterwards applied 
for determination of lactoferrin in three commercially available products and six 
intermediate products confirming the method’s suitability for the intended purpose.  
In stress testing, it was shown that lactoferrin is most prone to degradation under thermal 
and alkaline conditions and is the least affected by exposure to light. It was proved that the 
Arrhenius equation describes lactoferrin’s degradation kinetic between 60 °C and 80 °C. A 
difference in stability of a final product containing lactoferrin compared to pure lactoferrin 
was also noticed. The presented stability indicating analytical approach allows the stability 
evaluation of lactoferrin, including the ability to detect differences in its degradation 
mechanisms.  
Keywords: lactoferrin, HPLC, spectroscopic methods, stability indicating methodology  





A280 nm – absorbanca pri 280 nm 
ACN – acetonitril 
AUC – površina pod krivuljo (angl. area under curve) 
BCA – bicinhoninska kislina 
c – koncentracija (na primer cLf – koncentracija laktoferina) 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high performance liquid 
chromatography) 
ICH – mednarodna konferenca o harmonizaciji (angl. International Conference on 
Harmonisation) 
Lf – laktoferin (bLf: goveji laktoferin, hLf: človeški laktoferin) 
LOD – meja zaznave (angl. limit of detection) 
LOQ – meja določitve (angl. limit of quantification) 








– determinacijski koeficient 
RP-HPLC – reverznofazna tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. reversed 
phase high performance liquid chromatography) 
RSD – relativni standardni odklon 
SD – standardni odklon (angl. standard deviation) 
SDS-PAGE – poliakrilamidna gelska elektroforeza z dodatkom natrijevega lavrilsulfata 
SEC-HPLC – izključitvena kromatografija visoke ločljivosti (angl. high performance size 
exclusion chromatography) 
T – temperatura 
TFA – trifluoroocetna kislina 
tr – retencijski čas 
UV-VIS – ultravijolična in vidna svetloba (UV-VIS spektroskopija, UV spektroskopija) 
Vinj – volumen injiciranja 
λ – valovna dolţina 
Φv – pretok 





1.1 Laktoferin  
Laktoferin (Lf) oziroma laktotransferin, kot so ga prvotno imenovali, so iz kravjega mleka 
prvič izolirali leta 1939. Takrat so ga poimenovali “rdeča frakcija” [1,2]. Šele dobrih 20 let 
pozneje so ugotovili, da je laktoferin glavni protein, ki veţe ţelezo v človeškem mleku [2]. 
Od takrat naprej so ga intenzivneje raziskovali in tudi začeli z njegovo masovno 
proizvodnjo [1]. Goveji laktoferin (bLf) pridobivajo z izolacijo iz sirotke ali posnetega 
mleka s kationsko izmenjevalno kromatografijo, človeškega (hLf) pa pridobivajo 
rekombinantno s pomočjo mikroorganizmov, transgenih ţivali in rastlin [3,4].  
1.1.1 Struktura laktoferina 
Laktoferin je pribliţno 80 kDa velik glikoprotein in sodi v skupino nehemskih proteinov, 
ki veţejo ţelezo. Uvrščamo ga v skupino transferinov zaradi strukturne podobnosti s 
serumskim transferinom in nekaterimi drugimi proteini te skupine, kot so ovotransferin, 
zaviralec karbonske anhidraze in melanotransferin [2,5]. Obstajajo različne izooblike 
laktoferina. Laktoferin-α je izooblika, ki veţe ţelezo, laktoferin-β in laktoferin-γ pa imata 
ribonukleazno aktivnost [6]. Nekateri literaturni viri omenjajo tudi laktoferin-δ, ki pa je 
transkripcijski faktor [7]. Laktoferin je bazični protein, njegova izoelektrična točka je med 
8,0 in 9,0. Kationski center se nahaja na N-terminalnem koncu proteina. Pomemben je za 
interakcije s celicami in za vezavo anionov [4,8].  
 
Slika 1: Tridimenzionalna struktura bLf [9] 




Laktoferin sestavlja okrog 700 aminokislin. Podatki o njihovem številu pri posamezni 
ţivalski vrsti so neenotni [10–12]. Osnovna polipeptidna veriga se v tridimenzionalni 
strukturi (Slika 1) zvije v dva globularna reţnja – C- in N-reţenj. Povezana sta z 
α-vijačnico, vsak izmed njiju pa je sestavljen iz dveh domen [10]. Na vsakem reţnju 
laktoferina-α je vezavno mesto za ţelezov(III) ion, ki je na protein vezan skupaj s 
karbonatnim (CO3
2-
) ionom. V vezavo Fe
3+
 so vključeni aminokislinski ostanki 
asparaginske kisline, histidina in dveh tirozinov, za vezavo karbonatnega aniona pa je 
odgovoren arginin s svojim pozitivnim nabojem (Slika 2) [11]. Moţna je tudi vezava 










in drugi, vendar je afiniteta 
zanje manjša. Laktoferin lahko veţe tudi glikozaminoglikane, DNA, lipopolisaharide, 
heparin in različne anione (oksalatne, karboksilatne…) [2,6]. 
 
Slika 2: Vezavno mesto za železo na bLf, povzeto po [13] 
Glede na nasičenost Lf z ţelezom ločimo tri oblike: apolaktoferin nima vezanih Fe
3+
 ionov 
in ima bolj odprto strukturo. Druga oblika je monoferična, ki ima vezan en Fe
3+
, tretja pa 
hololaktoferin, ki ima vezana dva Fe
3+ 
in je zanj značilna zaprta konformacija [2,8]. 
Afiniteta laktoferina za Fe
3+ 
je odvisna od pH vrednosti [12]. Protonacija karbonatnih 
ionov oteţi vezavo ţeleza, kljub temu pa laktoferin obdrţi ţelezo vezano pri niţjem pH kot 
serumski transferin [4,10].  
Na površini laktoferina se nahajajo N-glikozilacijska mesta preko aminokisline asparagin. 
Njihovo število je odvisno od ţivalske vrste – bLf jih ima pet, hLf pa tri. Najpogostejši 
saharid v sladkornih verigah je manoza [6]. Stopnja glikozilacije proteina variira in vpliva 
na odpornost proteina proti proteolitični razgradnji in kislemu pH [14]. 




1.1.2 Biosinteza in nahajališča v telesu 
Laktoferin se v celicah nahaja prosto v citoplazmi, v specifičnih granulah v citoplazmi, 
nekatere izooblike najdemo v jedru, kot ekstracelularni protein pa se tudi izloča iz celic, v 
katerih nastaja [7]. Njegova biosinteza poteka v krvnih in sekretornih epitelijskih celicah. 
Ponekod poteka stalno, drugje na izraţanje in nastajanje Lf vplivajo stopnja diferenciacije 
celice, rastni faktorji in hormoni, kot so estrogeni hormoni in prolaktin [2].  
Največ laktoferina pri odraslih najdemo v mleku, kjer se njegova koncentracija spreminja 
in znaša 1-4 mg/mL. V višji koncentraciji 3,1-8 mg/mL ga najdemo v kolostrumu [2,6,11]. 
To je tekočina, ki nastaja v mlečnih ţlezah samic sesalcev v prvih dneh po rojstvu mladiča, 
je pa po sestavi hranil, protiteles in rastnih faktorjev bogatejša od mleka [15]. 
Koncentracija Lf v kravjem mleku pa je bistveno niţja in znaša 0,02-0,2 mg/mL [6]. 
Laktoferin se nahaja tudi v izločkih eksokrinih ţlez in telesnih tekočinah: solzah, slini, 
spermi, ţolču, pankreatičnemu soku, izločkih tankega črevesa, vaginalnih izločkih ter v 
nosnem, bronhialnem in cervikalnem mukusu [2,4]. Nekaj ga nastaja tudi v ledvicah. 
Pomemben vir Lf v krvi so nevtrofilci, kjer se nahaja v specifičnih sekundarnih granulah. 
Njegova koncentracija v plazmi je relativno nizka in variabilna. Odvisna je od spola in 
starosti, pri ţenskah se spreminja med menstrualnim ciklusom in nosečnostjo [2]. Poveča 
se pri pretiranem vnosu ţeleza, rasti tumorjev, okuţbah in vnetju, zato ga nekateri uvrščajo 
med proteine akutne faze [2,14]. Koncentracija Lf v krvi se uravnava z neposrednim 
privzemom v jetra in s fagocitnimi celicami, ki po receptorsko posredovani endocitozi 
razgradijo protein, ţelezo pa se prenese na feritin [2,12].  
1.1.3 Mehanizmi delovanja 
Laktoferin ima številne in raznolike fiziološke vloge. To je deloma posledica sposobnosti 
za vezavo ţeleza. Deluje tudi preko membranskih receptorjev, med katerimi so nekateri 
specifični za Lf. V tem primeru je vezava neodvisna od ţeleza, pomemben pa je 
N-terminalni del laktoferina. Obstajajo tudi receptorji, na katere se lahko veţejo različni 
proteini iz skupine transferinov. Vezava na tovrstne receptorje je odvisna od prisotnosti 
ţeleza, zato ima hololaktoferin večjo afiniteto od apolaktoferina [14]. Nekatere celice 
izraţajo tudi jedrne receptorje za laktoferin [2]. Nekateri avtorji omenjajo obstoj 
oligomernih oblik laktoferina, ki naj bi bile odgovorne za polifunkcionalnost tega 
proteina [14,16]. Ni pa še raziskano, ali je aktivnost govejega laktoferina enaka 
človeškemu za vse fiziološke vloge [4].  




1.1.3.1 Protimikrobno delovanje 
Protimikrobno delovanje je najbolj raziskana vloga laktoferina [10]. Ker se nahaja na 
površini sluznic, je pomemben kot prva linija obrambe proti mikroorganizmom [2]. 
Učinkovit je proti virusom, bakterijam, glivam in parazitom [5].  
Laktoferin deluje proti širokemu spektru bakterij, vključno z nekaterimi, ki so ţe odporne 
proti protimikrobnim učinkovinam, je pa nekoliko učinkovitejši proti po Gramu pozitivnim 
bakterijam [5,6]. Pri tem ima pomembno vlogo sposobnost laktoferina, da veţe prosto 
ţelezo, ki je pomemben element za rast in razmnoţevanje bakterij. Učinek je 
bakteriostatičen, vendar se bakterije lahko prilagodijo novim razmeram in razvijejo 
prenašalne mehanizme, ki jim pomagajo pridobiti ţelezo (Slika 3) [10,11]. Laktoferin 
deluje tudi kot donor ţelezovih ionov. Ti ioni sodelujejo kot katalizatorji v Fentonovi 
reakciji, ki vodi v nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti. Tako se poveča znotrajcelično 
baktericidno delovanje nevtrofilcev [2].  
 
Slika 3: Mehanizmi prenosa železa v bakterijo, povzeto po [11] 
(A) Sinteza kelatorjev z visoko afiniteto do Fe
3+
 t. i. sideroforov v bakteriji, (B) z receptorji 
posredovana endocitoza molekul, ki vežejo železo (hema, laktoferina, transferina, hemoproteinov), 
(C) pasivni transport železovih ionov s pomočjo bakterijske reduktaze 
Mehanizem, ki je neodvisen od vezave ţeleza, vključuje neposredno interakcijo pozitivno 
nabitega N-terminalnega dela laktoferina z negativno nabito lipoteihojsko kislino v celični 
steni po Gramu pozitivnih bakterij in z lipopolisaharidi po Gramu negativnih bakterij [11]. 
To povzroči povečano prepustnost in navsezadnje smrt bakterije [2,12]. Baktericidni 




učinek laktoferina je odvisen od njegove koncentracije, deluje pa tudi sinergistično v 
kombinaciji s protimikrobnimi učinkovinami [12]. Dodatno Lf preprečuje adhezijo bakterij 
na površine in s tem tvorbo biofilma. Ker veţe glikozaminoglikane, zavira vezavo bakterij 
na gostiteljske celice in prepreči vstop vanje [11]. K protibakterijskemu delovanju 
pripomore tudi njegova encimska aktivnost, saj N-reţenj deluje kot serinska proteaza, ki 
lahko razgradi proteine, ki so pomembni za bakterijsko kolonizacijo [5].  
Laktoferin izkazuje selektivnost pri protibakterijskem delovanju, saj deluje tudi kot 
prebiotik [17]. Podpira rast bakterij z majhnimi potrebami po ţelezu [10]. Avtorji omenjajo 
predvsem dva rodova bakterij koristnih za človeka, na katere laktoferin pozitivno vpliva, in 
sicer Lactobacillus in Bifidobacterium [2,6,10,17].  
Laktoferin učinkuje proti nekaterim RNA in DNA virusom, kot so citomegalovirus, herpes 
simplex virus, virus HIV, respiratorni sincicijski virus in drugi [18,19]. Pozitivni učinki 
laktoferina se kaţejo pri mnogih virusnih obolenjih, kot so prehlad, gripa, herpes in virusni 
gastroenteritis [18]. Pri bolnikih s hepatitisom C se rezultati kliničnih raziskav glede 
učinkovitosti Lf razlikujejo, zato so potrebne dodatne raziskave na večjem številu 
bolnikov [18–20].  
 
Slika 4: Možni mehanizmi protivirusnega delovanja Lf, povzeto po [19] 
(A) Neposredna vezava na virione, (B) vezava na heparan sulfat glikozaminoglikane, (C) vezava na 
membranske receptorje in njihova blokada, (D) znotrajcelična lokalizacija, ki povzroči apoptozo ali 
vnetni odziv 




Mehanizem protivirusnega delovanja laktoferina še ni povsem pojasnjen. Okuţbo lahko 
zaustavi v začetni stopnji tako, da prepreči vstop virusa v celico (Slika 4) [2,18,19]. Pri 
virusu HIV dodatno preprečuje razmnoţevanje v celici, znotrajcelični transport pa zavira v 
virusu hepatitisa B in humanem citomegalovirusu [5]. K protivirusnemu delovanju 
prispeva njegova modulacija delovanja imunskega sistema [18]. Kombinacije laktoferina z 
nekaterimi protivirusnimi učinkovinami imajo sinergistični učinek [19].  
Antimikotično delovanje laktoferina je posledica vezave ţeleza, povečanja delovanja 
imunskega odziva ter povzročanja poškodb v celični membrani in posledično spremenjene 
prepustnosti [12,21]. Učinkuje proti glivam iz rodu Candida in nekaterim drugim 
glivam [5,21]. V raziskavah so ugotovili sinergistično delovanje kombinacije laktoferina z 
nekaterimi antimikotiki [21,22].  
Laktoferin deluje tudi proti nekaterim vrstam parazitov. Eden od mehanizmov delovanja 
temelji na vezavi ţeleza. S tem onemogoča privzem ţeleza pri Pneumocystis 
carinii [10,12]. Zaradi vezave na plazmodični CS protein zavira rast Plasmodium 
berghei [10]. Laktoferin se veţe na membranske lipide trofozoitov Entamoeba histolytica, 
kar povzroči poškodbe v membrani. Zavira rast in vitro Toxoplasma gondii v gostiteljskih 
celicah. V kombinacijah z antiparazitiki izraţa aditivni ali sinergistični učinek [5].  
1.1.3.2 Protivnetno in imunomodulatorno delovanje 
Laktoferin izraţa pro- in protivnetne lastnosti [10]. Spodbuja proliferacijo, diferenciacijo, 
zorenje, aktivacijo, migracijo in delovanje celic imunskega sistema [12]. Spodbuja 
diferenciacijo limfocitov B v antigen predstavitvene celice in zorenje limfocitov T v celice 
pomagalke [10]. Poveča aktivnost naravnih celic ubijalk, sposobnost fagocitoze in 
citotoksičnost makrofagov ter vpliva na aktivacijo komplementa. Poveča izraţanje 
adhezijskih molekul na endotelijskih celicah, kar omogoča infiltracijo levkocitov na mestu 
vnetja [12]. Aktivira tudi imunski sistem v koţi. Zmanjšuje migracijo Langerhansovih 
celic in kopičenje dendritičnih celic v bezgavkah, s tem pa zavira alergijske reakcije [5].  
Zaradi protimikrobnega delovanja lahko laktoferin prepreči nastanek vnetja, vendar ima 
pomembno vlogo tudi pri neinfekcijskih boleznih, kot so revmatoidni artritis, sindrom 
razdraţljivega črevesja in nevrodegenerativne bolezni [23]. Protivnetno delovanje je 
deloma povezano s sposobnostjo laktoferina, da veţe ţelezove ione, ki delujejo kot 
katalizator pri nastajanju škodljivih reaktivnih kisikovih zvrsti. Ţelezo pa obdrţi vezano 
tudi v kislem okolju, ki je značilno za vneta področja [2]. Poleg tega veţe komponente 




celične stene bakterij in tako zavira nastajanje vnetnih citokinov, kot so TNF-α, IL-1β,  
IL-6 in IL-8. Po drugi strani Lf povečuje sproščanje protivnetnega citokina IL-10 [23].  
1.1.3.3 Protirakavo delovanje 
Laktoferin izraţa protirakavo delovanje v različnih stopnjah bolezni. Njegova uporaba 
zmanjša dovzetnost za rak, zavira rast tumorjev in nastajanje zasevkov [10]. Spremenjeno, 
zmanjšano ali celo odsotno izraţanje gena za laktoferin so našli pri različnih vrstah 
tumorjev in je povezano s povečanim tveganjem za nastanek raka [10,23].   
Obstajajo različni mehanizmi protirakavega delovanja. Laktoferin preko citokinov 
spodbuja delovanje celic naravnih ubijalk ter limfocitov CD4+ in CD8+. Te celice so 
pomemben nivo obrambe proti rasti tumorja pri tarčnih celicah, ki so občutljive na celično 
lizo. Preko vpliva na celični cikel Lf zmanjšuje celično proliferacijo [2]. Sproţi lahko tudi 
apoptozo tumorskih celic preko aktivacije kaspaz, signalne poti Fas in Bcl-2 
proapoptotičnih regulatornih proteinov. Poveča tudi aktivnost encima kaspaza-1, kar vodi v 
večje nastajanje IL-18, ki deluje protirakavo in okrepi delovanje imunskega sistema. Ta 
citokin bi lahko deloma prispeval tudi k antiangiogenemu delovanju bLf, medtem ko so pri 
hLf opazili proangiogene učinke [23]. Laktoferin je dober kandidat, da postane del 
zdravljenja raka samostojno ali v kombinaciji z izbranimi protitumorskimi 
učinkovinami [10]. 
1.1.3.4 Ostale vloge laktoferina 
Laktoferin deluje kot aktivator rastnih faktorjev, zato vpliva na celično proliferacijo in 
diferenciacijo. Pri celičnem signaliziranju je aktivnejši apolaktoferin, ki se lahko veţe na 
jedrno DNA in deluje kot transkripcijski faktor [2,8]. Laktoferin sodeluje pri remodelaciji 
kostnine. Deluje anabolno na osteocite, spodbuja proliferacijo in diferenciacijo 
osteoblastov ter zmanjšuje njihovo apoptozo. Podobno vpliva na hondrocite. Po drugi 
strani zavira nastajanje osteoklastov, deloma neposredno, deloma pa preko zaviranja 
osteolitičnih citokinov, kot sta TNF-α in IL-1β [2]. Ima potencial za uporabo v 
dermatologiji, in sicer za zdravljenje luskavice, aken in diabetičnih razjed na stopalu [24].  
Nekatere izooblike laktoferina niso sposobne vezave ţeleza. Lahko pa razgradijo RNA. 
Ribonukleazna aktivnost je odvisna od vrste RNA, pri čemer je prenašalna RNA najmanj 
občutljiva na hidrolizo, informacijska RNA pa najbolj [2].  
Laktoferin je uporaben v prehranski industriji, ker zavira rast mikrobov in lipidno 
peroksidacijo [5]. Uporablja se v prehranskih dopolnilih, kot prehranski dodatek v mleku, 




jogurtih, pijači, mlečnih formulah za dojenčke in hrani za hišne ljubljenčke [3,5]. Dodajajo 
ga v kozmetične izdelke in izdelke za nego ustne votline [3]. V krvi, urinu ali blatu lahko 
sluţi tudi kot klinični označevalec za diagnosticiranje vnetnih bolezni in okuţb [5,23].  
1.1.3.5 Peptidni derivati laktoferina in njihovo delovanje 
Po peroralni uporabi pride do proteolitične razgradnje laktoferina z encimi v prebavnem 
traktu. Med nastalimi peptidi so najbolj preučeni peptid iz prvih enajstih aminokislin 
laktoferina (Lf(1-11)), laktofericin in laktoferampin (Slika 5). Skupen jim je nastanek iz 
N-terminalnega dela laktoferina, pozitiven naboj, hidrofobnost in amfifilnost. Vsi imajo 
močno izraţeno protimikrobno delovanje, laktofericin pa dodatno deluje še protirakavo in 
protivnetno [10]. V primerjavi z intaktnim Lf je protimikrobno delovanje peptidnih 
derivatov močnejše, goveji laktofericin pa je učinkovitejši od človeškega [1,2].   
 
Slika 5: Tridimenzionalna zgradba aktivnih peptidnih derivatov Lf, povzeto po [10] 
1.1.4 Varnost 
Varnost uporabe govejega laktoferina so raziskovali z in vitro testi ter z raziskavami na 
ţivalih in ljudeh, kljub temu da ima mleko dolgo tradicijo uporabe v prehrani človeka in s 
tem tudi bLf kot njegova sestavina [3]. Negativni rezultati pri preizkušanju genotoksičnosti 
z Amesovim testom, mikronukleus testom in testom kromosomskih aberacij pomenijo, da 
bLf ni genotoksičen [3,25]. Pri akutni, subkronični ali kronični peroralni uporabi laktoferin 
ne kaţe toksičnih učinkov pri podganah [3,25,26]. V več kliničnih raziskavah so ugotovili 
dobro prenašanje in odsotnost neţelenih učinkov pri ljudeh. Kljub temu so potrebne 
dodatne raziskave, ki bi bile načrtovane za oceno varnosti uporabe pri človeku [25,26]. 
Literaturni viri navajajo tudi varnost uporabe pri nosečnicah [27,28]. Varnost uporabe v 
prehranskih dopolnilih sta odobrili Evropska agencija za varnost hrane (EFSA) in Uprava 
ZDA za hrano in zdravila (FDA), ki ga je opredelila kot GRAS (angl. Generally 
Recognized As Safe) sestavino [10,25,26]. Ker pa gre za protein, izkazuje antigenost [3]. 





1.2.1 Stabilnost proteinov 
V splošnem nestabilnost proteinov delimo na kemijsko in fizikalno. Med kemijske oblike 
nestabilnosti proteinov prištevamo reakcije deamidacije, oksidacije, proteolize, 
deglikozilacije, izmenjave disulfidne vezi, racemizacije in eliminacije. Glavna oblika 
fizikalne nestabilnosti proteinov je nastanek agregatov, ki je najpogosteje posledica 
denaturacije. Denaturacija je porušenje tridimenzionalne strukture proteina. Pri tem pride 
do izpostavitve hidrofobnih skupin iz notranjosti proteina, zato je denaturacija običajno 
predstopnja ostalih oblik nestabilnosti. Med fizikalne spremembe uvrščamo tudi adsorpcijo 
proteinov na površine in obarjanje. Posledice nestabilnosti so zmanjšana aktivnost, 
zmanjšana topnost ali povečana imunogenost proteina [29,30]. Proteini za svoje delovanje 
potrebujejo ohranjeno tridimenzionalno strukturo. Denaturirajo lahko zaradi različnih 
fizikalnih, kemijskih ali bioloških dejavnikov [31]. Na stabilnost proteinov vpliva struktura 
proteina, njegova koncentracija ter zunanji dejavniki, kot so temperatura, pH, svetloba, 
mehanske sile ter prisotnost soli ali kovinskih ionov [30]. 
Pri vgradnji proteinov v farmacevtske oblike je pomembna izbira pH, vrste in ionske moči 
puferskega sistema [29]. Dodamo lahko stabilizatorje, kot so sladkorji, polioli, človeški 
serumski albumin, površinsko aktivne snovi, aminokisline, polimeri, nekateri kovinski ioni 
in organska sotopila [29,30]. Proteine stabiliziramo tudi s posegi v strukturo proteina ali 
pretvorbo v trdno farmacevtsko obliko z liofilizacijo [30]. Pomembna je izbira temperature 
shranjevanja in vsebnika, ki mora nuditi zaščito pred zunanjimi vplivi [30,32]. 
1.2.2 Stabilnost laktoferina 
Biološka uporabnost bLf je manjša od 1 %, kar je posledica denaturacije in razgradnje 
proteina z encimi v prebavilih ter slabe permeabilnosti [33]. V simuliranem ţelodčnem 
soku je njegov razpolovni čas 23,1 minute, v simuliranem črevesnem soku pa je pribliţno 
trikrat daljši [34]. Podatki raziskav in vivo o deleţu nespremenjenega Lf v različnih delih 
prebavil so si nasprotujoči [35]. Hololaktoferin je odpornejši proti proteolizi z encimi kot 
apolaktoferin, na dovzetnost za razgradnjo pa vpliva tudi glikozilacija [11,35]. Laktoferin 
lahko zaščitimo tako, da ga nasitimo z ţelezom, derivatiziramo s polietilenglikolom ali 
vgradimo v dostavne sisteme, kot so liposomi, mikrokapsule in trdni lipidni delci, lokalno 
delovanje v ustni votlini pa doseţemo z uporabo bioadhezivnih tablet [34–36].  




Najpomembnejši dejavniki, ki vplivajo na strukturo laktoferina, so temperatura, pH, ionska 
moč, visok tlak ter prisotnost proteinov ali polisaharidov [37]. Pri zniţevanju pH začne Lf 
izgubljati ţelezo in ga popolnoma izgubi pri pH 2. Konformacija laktoferina se spremeni 
zaradi vpliva pH na ionske pare in tvorbo vodikovih vezi [35]. Struktura se deloma razvije, 
zmanjša se deleţ α vijačnic, β strukture pa se ohranijo [38].  
Visoka temperatura pri laktoferinu spremeni hidrofobne interakcije ter tvorbo disulfidnih 
in vodikovih vezi [35]. Zmanjša se deleţ α vijačnic, nastala konformacija pa je 
fleksibilnejša [39]. Toplotna stabilnost laktoferina je odvisna od temperature, časa 
izpostavljenosti, nasičenosti z ţelezom in medija. V fosfatnem pufru je stabilnejši kot v 
mleku [35,37]. Literaturni viri večinoma navajajo večjo stabilnost Lf pri segrevanju v 
kislih medijih ter pri nizki ionski moči [35,37,40]. Toplotna obremenitev zmanjša 
sposobnost laktoferina za vezavo ţeleza, hololaktoferin pa je pri segrevanju stabilnejši od 
apolaktoferina [6,39]. Pri 80 °C apolaktoferin tvori velike netopne agregate, hololaktoferin 
pa topne polimere. Oboje je posledica nastanka nekovalentnih interakcij in disulfidnih 
vezi [40]. Agregati Lf imajo potencial za uporabo kot dostavni sistem za druge učinkovine, 
saj so odporni proti spremembam pH in ionske moči [37]. Pri trimesečnem shranjevanju 
vzorcev človeškega mleka na –18 °C ali –20 °C pride do značilnega upada koncentracije 
Lf, medtem ko petdnevno shranjevanje v hladilniku nima vpliva na stabilnost Lf [41].  
Za uničevanje mikroorganizmov prehranska industrija uporablja segrevanje, visok tlak ali 
električne pulze [37]. Laktoferin se pri pasterizaciji (72 °C, 15 s) ne spremeni bistveno, po 
segrevanju na ultravisoko temperaturo (UHT, 135 °C, 4 s) pa izgubi sposobnost za vezavo 
ţeleza in protimikrobno delovanje [6]. Pri izpostavitvi visokemu tlaku pride do prekinitve 
in reorganizacije hidrofobnih interakcij in vodikovih vezi ter do ločitve ionskih parov. 
Lahko nastanejo tudi agregati. Visok tlak ne povzroči sproščanja ţelezovih ionov s 
hololaktoferina, pri apolaktoferinu pa pride do zmanjšanja sposobnosti za vezavo ţeleza. 
Laktoferin ohrani protimikrobno aktivnost pri tlaku do 400 MPa. Uporaba kratkotrajnih 
električnih pulzov z visoko intenziteto (angl. pulsed electric field) povzroči elektroporacijo 
celičnih membran mikrobov, Lf pa se pri tem postopku spremeni manj kot pri segrevanju 
[37]. Polurna izpostavitev ultrazvoku nima vpliva na aktivnost laktoferina [42].  
Laktoferin je v raztopini občutljiv na kemijske in mikrobiološke spremembe. Zato ga lahko 
stabiliziramo s pretvorbo v trdno obliko. V ta namen uporabljamo liofilizacijo ali sušenje z 




razprševanjem. Pri tem je pomembna izbira procesnih parametrov, denaturacija laktoferina 
pa je pri teh dveh procesih manjša kot 2 % [35].  
Občutljivost Lf na različne dejavnike moramo upoštevati pri oblikovanju farmacevtskih 
oblik. Wang in soavtorji poročajo, da se pri pripravi koacervatov laktoferina z natrijevim 
alginatom sekundarna struktura Lf in sposobnost za vezavo ţeleza ne spremenita [43]. Pri 
vgradnji Lf v kapsule iz polielektrolitnih kompleksov je primarna struktura Lf ostala 
nespremenjena, vendar se je aktivnost Lf v primerjavi s kontrolo statistično značilno 
zmanjšala [42]. Kilic in sodelavci so stabilnost Lf upoštevali pri izbiri ustreznega postopka 
za pripravo večplastnih mikrokapsul [44]. Na razpolago je malo literaturnih podatkov o 
stabilnosti Lf v formulacijah. Yao in soavtorji so pripravili liposome in trdne lipidne delce 
z Lf, ki so jih suspendirali v PBS pufru in shranili pri 25 °C in 40 °C. Formulacija s trdnimi 
lipidnimi delci je bila stabilnejša, a je kljub temu po šestih mesecih v njej ostalo manj kot 
30 % nespremenjenega bLf [33]. Kim in sodelavci so pripravili raztopino Lf v pufru z 
dodatkom trehaloze, arginina in Tween 80, ki se je izkazala za stabilnejšo glede na 
kontrolo, saj je bila konstanta hitrosti razpada za kontrolo med 1,2- in 2,3-krat večja. Po 
pol leta se je koncentracija Lf pri 4 °C zmanjšala za pribliţno 10 %, pri 25 °C in 40 °C pa 
za 25-40 %. Ta kombinacija stabilizatorjev je imela močnejši zaščitni učinek tudi v 
primerjavi s formulacijo, ki so ji dodali človeški serumski albumin namesto arginina [45].  
1.3 Analitika 
1.3.1 Splošno o analitiki proteinov 
Proteini so kompleksne molekule, zato jih ne moremo ovrednotiti ali identificirati z eno 
samo analizno metodo. Z izbranimi metodami moramo zaznati spremembe v identiteti, 
čistosti in aktivnosti molekule [32]. V ospredju je uporaba kombinacij ustreznih 
spektroskopskih, separacijskih in imunokemijskih metod [29,30]. Z njimi lahko 
ovrednotimo molekulo z vidika naboja, hidrofobnosti, velikosti, aktivnosti in zaznamo 
razpadne produkte [32]. Absolutno čistost proteina je teţavno določiti, saj nanjo vpliva 
heterogenost proteinov zaradi glikozilacije ali deamidacije. Rezultat analize je odvisen od 
izbrane metode. Za vrednotenje čistosti uporabljamo kombinacije več metod, med njimi so 
pogosto uporabljene elektroforezne in kromatografske metode ter peptidno kartiranje [32]. 
V preglednici I je predstavljen pregled pogosto uporabljenih metod za ovrednotenje 
proteinov. 




Preglednica I: Pregled pogosto uporabljenih metod za ovrednotenje proteinov 
[6,29,31,46] 




Primarna struktura  
(zaporedje aminokislin) 
Tandemska masna spektrometrija 
Aminokislinsko sekveniranje (Edmanova degradacija) 
Sekundarna struktura 
(α vijačnice, β strukture, 
denaturacija) 
Cirkularni dikroizem (CD) 
Algoritmi za napovedovanje strukture 
Infrardeča spektroskopija 
Terciarna in kvartarna struktura 
Rentgenska kristalografija 
Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Analiza glikozilacije 
Mikromreţe z lektini 
HPLC sklopljena z masno spektrometrijo 




Koncentracija skupnih proteinov 
UV spektroskopija (205 nm ali 280 nm) 
Kolorimetrične metode (Bradfordova metoda, 
Lowryjeva metoda, metoda z bicinhoninsko kislino…) 
Kjeldahlova metoda 
Zaznava proteinskih nečistot 
Vsebnost posameznih proteinov 
Elektroforezne metode (nativna poliakrilamidna 
gelska elektroforeza, SDS-PAGE, izoelektrično 
fokusiranje, dvodimenzionalna elektroforeza, 
kapilarna elektroforeza) 
Kromatografske metode (SEC-HPLC, RP-HPLC, 
ionsko-izmenjevalna in afinitetna kromatografija) 
Masna spektrometrija 





HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
SDS-PAGE – poliakrilamidna gelska elektroforeza z dodatkom natrijevega lavrilsulfata 
SEC-HPLC – izključitvena kromatografija visoke ločljivosti 
RP-HPLC – reverznofazna tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
 
1.3.2 Analitika laktoferina 
Skupno koncentracijo proteinov v vzorcih laktoferina največkrat določamo z 
UV spektroskopijo, Dumasovo ali Bradfordovo metodo [40,42,47–49]. Koncentracijo 
laktoferina ali njegovo čistost ocenimo z masno spektrometrijo [3,48], imunoencimskim 
testom na trdni podlagi (ELISA) [41,44,50], SDS-PAGE [40,42,45,48,49,51–53] ali 
kromatografskimi metodami, med katerimi sta najpogostejši SEC-HPLC [40,48,49,51] in 
RP-HPLC [34,36,44,45,48,51-54].  




SEC-HPLC uporabljamo za določanje čistosti in nastajanja agregatov laktoferina, lahko pa 
tudi za določitev molekulske mase in vrednotenje uspešnosti priprave farmacevtske oblike. 
Mobilno fazo (MF) najpogosteje sestavlja fosfatni pufer z dodatkom natrijeve soli (NaCl, 
Na2SO4), pretok mobilne faze pa je 1 mL/min ali niţji [40,48,49,51].  
RP-HPLC metode, samostojne ali v kombinaciji z drugimi metodami, uporabljamo za 
kvalitativno in kvantitativno analizo. Z njimi določamo koncentracijo Lf v različnih 
vzorcih in njegovo čistost, preverjamo stabilnost Lf ali pa ovrednotimo formulacije z Lf. 
Najpogosteje uporabljamo kolone C4 ali C8 različnih dimenzij, ki so termostatirane na 
25-50 °C. Prevladuje gradientno izpiranje. Mobilno fazo sestavljata vodna faza in 
acetonitril (ACN) kot organski modifikator, ki se jima navadno doda še trifluoroocetna 
kislina (TFA) kot ionsko parni reagent, v nekaterih primerih pa zasledimo tudi dodatek 
NaCl [34,36,44,45,49,52–55]. Pri SEC-HPLC in RP-HPLC metodah najpogosteje 
uporabljamo UV detekcijo pri 205–220 nm ali 280 nm, kjer se nahajata absorpcijska 
maksimuma pri proteinih [31,34,36,40,44,45,48,49,51–55]. Podatki posameznih 
literaturnih primerov kromatografskih metod za analizo laktoferina so zbrani v 
preglednicah II in III.  
Preglednica II: Izbrane SEC-HPLC metode za analitiko Lf 
 Kolona Izpiranje (izokratsko) Detekcija Namen 
1. 
[40] 
TSK G3000 PWXL 
300 × 7,8 mm 
Tk = 25 °C 
MF: 50 mM fosfatni pufer; 
0,15 M NaCl; 0,05 % NaN3 
pH 7,0 







Superdex 200HR 10/30 
MF: 50 mM fosfatni pufer; 
0,15 M NaCl 
pH 6,0 








Superdex 75 10/300 
GL 
300 × 10 mm 
MF: 20 mM fosfatni pufer; 
0,2 M Na2SO4 
pH 7,0 







300 × 7,5 mm, 10 µm 
Predkolona Biosuite 
75 × 7,5 mm 
Tk = 20 °C 
MF: 50 mM PBS; 0,15 M NaCl 
pH 7,0 







Tk: temperatura kolone 
φv: pretok  
UV: UV detekcija in valovna dolţina meritve 
 
 




Preglednica III: Izbrane RP-HPLC metode za analitiko Lf 




Jupiter 5u C18 
300R 
250 × 4,6 mm; 
5 μm 
Tk = 37 °C 
MF A: ACN : H2O : TFA =  
50 : 950 : 1 
MF B: ACN : H2O : TFA =  
950 : 50 : 1 
Gradientni program 











150 × 4,6 mm 
Tk = 45 °C 
MF: ACN : 0,5 M NaCl v 
H2O : TFA = 37 : 63 : 0,03 










100 × 4,6 mm; 
3,6 μm 
Tk = 35 °C 
MF A: 0,1 % TFA v H2O 
MF B: ACN : H2O : TFA =  
900 : 100 : 1 
Gradientni program 










Luna 5u C8 
250 × 4,6 mm; 
5 μm 
Tk = 40 °C 
MF A: ACN : 0,5  M NaCl 
v H2O : TFA =  
100 : 900 : 0,3 
MF B: ACN : 0,5  M NaCl 
v H2O : TFA =  
500 : 500 : 0,3 
Gradientni program 









Tk = 25 °C 
MF A: 0,1 % CH3COOH v 
H2O 
MF B: 0,1 % CH3COOH v 
ACN 
Gradientni program 





hLf pri postopku 






150 × 4,6 mm; 
5 μm 
Tk = 50 °C 
MF A: ACN : H2O : TFA =  
50 : 950 : 1 
MF B: ACN : H2O : TFA =  
950 : 50 : 1 
Gradientni program 













MF A: 0,1 % TFA v H2O 
MF B: ACN : H2O : TFA 
= 950 : 50 : 1 
Gradientni program 












150 × 4,6 mm; 
5 μm 
Tk = 30 °C 
MF A: 0,1 % TFA v H2O 
MF B: ACN : H2O : TFA =  
800 : 200 : 1 
Gradientni program 




280 nm in 
340 nm 
Kvantifikacija 












250 × 4,6 mm; 
5 μm 
Predkolona C18 
50 × 4,6 mm; 
5 μm; Tk = 30 °C 
MF A: 0,1 % TFA v H2O 
MF B: 100 % ACN 
Gradientni program 
Φv = 1,0 mL/min 
UV 
280 nm 






Tk: temperatura kolone 
Φv: pretok 
UV: UV detekcija in valovna dolţina meritve  
FL: fluorescenčna detekcija ter ekscitacijska valovna dolţina in emisijska valovna dolţina 
 
Spremembe Lf zaradi fizikalne nestabilnosti preučujemo z diferenčno dinamično 
kalorimetrijo (DSC), infrardečo spektroskopijo, flurescenco, cikrularnim dikroizmom, 
kromatografskimi in elektroforeznimi metodami ter določitvijo 
imunoreaktivnosti [37,40,56]. Temperaturo denaturacije določimo z diferenčno dinamično 
kalorimetrijo [37]. S fluorescenco zaznavamo lokalne spremembe v strukturi Lf in njihovo 
dinamiko [38,39]. Agregate Lf lahko preučujemo s SEC-HPLC ali s SDS-PAGE [40].  
Za vrednotenje aktivnosti laktoferina uporabljamo imunokemijske metode, kot so radialna 
imunodifuzija, raketna imunoelektroforeza ali imunoencimski test na trdni podlagi [3]. 
Njegovo funkcionalnost ocenimo tudi preko določanja kapacitete za vezavo ţeleza [37]. 
Skupno koncentracijo ţeleza določamo z atomsko absorpcijsko spektroskopijo (AAS), 
optično emisijsko spektroskopijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-OES) ali s 
tekočinsko scintilacijo po vezavi radioaktivnega 
59
FeCl3 [47,57]. Nasičenost nato 
izračunamo na podlagi koncentracije Lf. Te metode so neposredne, vendar so rezultati 
laţno višji, če je v raztopini prisotno prosto ţelezo. Enostavnejša, a manj točna je UV-VIS 
spektroskopija, pri kateri nasičenost z ţelezom določimo iz razmerja absorbanc pri 280 in 
465 nm [47]. Med 460 in 470 nm se namreč nahaja še en absorpcijski maksimum, ki je 
značilen za proteine, ki veţejo ţelezo [4]. Aktivnost laktoferina je moţno vrednotiti tudi z 
določanjem protimikrobnega in antioksidativnega delovanja ter z določanjem sposobnosti 
za interakcijo s celicami [37,43,48,50,56].  
Za analizo glikozilacije moramo laktoferin najprej deglikozilirati. Uporabijo se lahko 
kemične (hidrazin) ali encimske metode deglikozilacije (encim N-glikozidaza F) [6]. 
Obseg glikozilacije določimo s SDS-PAGE tako, da primerjamo vzorca nativnega in 
deglikoziliranega laktoferina [50]. Monosaharide, ki sestavljajo glikane in njihovo 
povezovanje v sladkorne verige analiziramo s HPLC sklopljeno z masno spektrometrijo, 
(tandemsko) masno spektrometrijo ali pa s plinsko kromatografijo [6,50].  




2 NAMEN DELA 
Proteini so kompleksne in raznolike molekule, zato je njihovo vrednotenje zahtevno. Za 
vrednotenje teh molekul potrebujemo več različnih analiznih metod. Uporabljamo 
kombinacije ustreznih spektroskopskih, separacijskih in imunokemijskih metod. V okviru 
magistrske naloge se bomo osredotočili na nekatere kromatografske in spektroskopske 
metode. 
Primarni namen magistrske naloge bo razviti stabilnostno indikativno analizno 
metodologijo na osnovi tekočinske kromatografije visoke ločljivosti za analizo laktoferina. 
Osredotočili se bomo na izključitveno in reverznofazno kromatografijo. Preizkusili bomo 
več različnih analitskih kolon, mobilnih faz in pri reverznofazni kromatografiji tudi več 
gradientnih programov z namenom optimizacije oblike kromatografskega vrha za 
laktoferin in doseganja ustrezne ločbe pri stresnih vzorcih. Optimizirane kromatografske 
metode bomo validirali v skladu z ICH smernicami za vrednotenje analiznih metod.  
Med spektroskopskimi tehnikami bomo preizkusili fluorescenco, UV spektroskopijo, 
uporabili bomo tudi metodo za določanje skupnih proteinov, ki temelji na 
spektroskopskem določanju kompleksa med bakrovimi ioni in bicinhoninsko kislino. 
Posamezne metode bomo ovrednotili z vidika selektivnosti, točnosti, ponovljivosti in 
odvisnosti odziva od koncentracije.  
Nato bomo med sabo primerjali spektroskopske in razvite kromatografske metode z 
namenom postavitve komplementarne analitske metodologije za vrednotenje stabilnosti 
laktoferina. Zanimale nas bodo prednosti in slabosti enih in drugih z vidika kvantitativnega 
določanja laktoferina, selektivnosti ter kvalitativnih sprememb, ki jih lahko opazimo pri 
stresnih vzorcih.   
Primernost analitske metodologije bomo v zaključku preverili v preliminarnih raziskavah 
stabilnosti laktoferina in pri analizi realnih vzorcev. Po ustrezni prilagoditvi priprave 
vzorca bomo določali vsebnost laktoferina v vzorcih izhodnega materiala za pridobivanje 
laktoferina, izoliranem laktoferinu in v formulacijah z njim ter v komercialno dostopnih 
prehranskih dopolnilih z laktoferinom v obliki kapsul. Pri slednjih bomo preverjali 
skladnost med ugotovljeno in navedeno vsebnostjo laktoferina. Stresno študijo stabilnosti 
laktoferina bomo razširili pri povišani temperaturi in v bazičnem mediju ter dodatno 
preverili, ali obstaja kakšna razlika med vzorcem čistega laktoferina in vzorcem izdelka z 
laktoferinom.  




3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Referenčne spojine, izdelki in polizdelki z laktoferinom 
- Polizdelek A: posušena sirotka (Arhel d.o.o.) 
- Polizdelek B: posušen ultrafiltrat sirotke (Arhel d.o.o.) 
- Polizdelek C (v nadaljevanju: izolat Lf): Lf izoliran iz sirotke in posušen 
(Arhel d.o.o.) 
- Polizdelek D: zmes različnih serij Lf, ki je bil izoliran iz sirotke in posušen 
(Arhel d.o.o.) 
- Polizdelek E: pelete obloţene z laktoferinom (izdelane na Katedri za farmacevtsko 
tehnologijo, Fakulteta za farmacijo) 
- Polizdelek F: mikrosfere z laktoferinom (izdelane na Katedri za farmacevtsko 
tehnologijo, Fakulteta za farmacijo) 
- Izdelek A: Lactoferrin, kapsule, 250 mg (Jarrow Formulas, ZDA) 
- Izdelek B: Cerin Acne Treatment, kapsule, 100 mg (Sensilab, Slovenija) 
- Izdelek C: Peau Radieuse, kapsule, 20,5 mg (Biocyte, Francija) 
- Standard A: Laktoferin iz govejega mleka, M ~87 kDa, ≥ 85 % (97,02 %) 
(Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Standard B: Laktoferin iz govejega kolostruma, M ~90 kDa, ≥ 85 % (87,40 %) 
(Sigma-Aldrich, ZDA) 
3.1.2 Reagenti in topila 
- Acetonitril, C2H3N, M = 41,05 g/mol, ≥ 99,9 %, HPLC grade (Honeywell, 
Francija) 
- Demineralizirana voda, H2O, M = 18,02 g/mol (Fakulteta za farmacijo, Slovenija) 
- EDTA (dinatrijeva sol etilendiamintetraocetne kisline), C10H14N2Na2O8 × 2H2O, 
M = 372,24 g/mol, ≥ 99 % (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- Fosforjeva(V) kislina, H3PO4, M = 98,00 g/mol, ≥ 85 % (Merck, Švica) 
- HEPES (N-[2-hidroksietil]piperazin-N’[2-etansulfonska kislina]), C8H18N2O4S, M 
= 238,3 g/mol, pKa = 7,5, pH območje 6,8-8,2, ≥ 99,5 % (Sigma-Aldrich, Nemčija) 




- Človeški albumin, raztopina za infundiranje, 200g/L, ≥ 96 % (Octapharma, Velika 
Britanija) 
- Klorovodikova kislina, HCl, M = 36,46 g/mol, Titrisol® za pripravo 1 M raztopine 
(Merck, Nemčija) 
- Komplet za metodo BCA: BCATM Protein Assay Kit (Thermo Scientific, ZDA) 
 Reagent A: vsebuje natrijev karbonat, natrijev hidrogenkarbonat, 
bicinhoninsko kislino in natrijev tartrat v 0,1 M natrijevem hidroksidu 
 Reagent B: vsebuje 4 % bakrov(II) sulfat 
- Milli-Q® (MQ) voda, H2O, M = 18,02 g/mol (Fakulteta za farmacijo, Slovenija) 
- Natrijev dihidrogenfosfat monohidrat, NaH2PO4 × H2O, M = 137,99 g/mol, 
≥ 99,0 % (Merck, Nemčija) 
- Natrijev hidrogenfosfat, brezvodni, Na2HPO4, M = 141,96 g/mol, ≥ 99,0 % (Merck, 
Nemčija) 
- Natrijev hidroksid, NaOH, M = 40,00 g/mol, Titrisol® za pripravo 1 M raztopine 
(Merck, Nemčija) 
- Natrijev klorid, NaCl, M = 58,44 g/mol, p.a. (Merck, Danska) 
- Ocetna kislina, C2H4O2, M = 60,05 g/mol, ≥ 99,8 % (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- Pufrne raztopine: pH = 2, pH = 4, pH = 7, pH = 9 (Merck, Nemčija) 
- Trifluoroocetna kislina, C2HF3O2, M = 114,02 g/mol, ≥ 99,0 % (Honeywell 
Fluka™, Izrael) 
- Trinatrijev citrat dihidrat, C6H5Na3O7 × 2H2O, M = 294,10 g/mol, ≥ 99 % (Kemika, 
Hrvaška) 
- Urea, CH4N2O, M = 60,06 g/mol, ≥ 99 % (Merck, Nemčija) 
- Vodikov peroksid, H2O2, M = 34,02 g/mol, 30 % (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- Vodovodna voda, H2O, M = 18,02 g/mol (Fakulteta za farmacijo, Slovenija) 
- Ţelezov(III) klorid, brezvodni, FeCl3, M = 162,2 g/mol, ≥ 98 % (Honeywell, 
Francija) 
3.1.3 Naprave in pribor 
- Analitska tehtnica AG245 (Mettler Toledo, Švica) 
- Analitska tehtnica Exellence Plus (Mettler Toledo, Švica) 
- Analitske kolone: 
 BioSep-SEC-S 2000, 300  × 7,8 mm, 5 μm (Phenomenex, ZDA) 




 BIOShell A400 Protein C18, 100 × 2,1 mm, 3,4 μm (Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
 BioZenTM Intact XB-C8, 150 × 4,6 mm, 3,6 μm (Phenomenex, ZDA) 
 Protein C4 #197, 250  × 4,6 mm, 5 μm, (Vydac, ZDA) 
 XBridge Protein BEH SEC 200Ǻ, 150  × 7,8 mm, 3,5 μm (Waters, ZDA) 
 Zorbax 300SB-C3, 150  × 2,1 mm, 5 μm, (Agilent Technologies, ZDA) 
- Avtomatske pipete: 100-1000 µL in 20-200 µL (Eppendorf, Nemčija) 
- Čitalec mikrotitrskih ploščic Safire2 (Tecan, Švica) 
- Digitalna tehtnica Exacta 300 EB (Domel, Slovenija) 
- Filtri Millex®-GV, Durapore® (PVDF), 0,22 μm (Merck Millipore, Irska) 
- Filtri Minisart® RC, 15 mm, nesterilni, 0,2 µm in 0,45 µm (Sartorious, Nemčija) 
- Filtri za filtriranje MF, celulozno acetatni, 0,20 μm in 0,45 μm, ⌀ = 50 mm 
(Sartorius, Nemčija) 
- Hladilnik (LTH, Slovenija) 
- Grelnik in stresalnik HeatMix (Domel, Slovenija) 
- Injekcijske igle, različne velikosti (TIK d.o.o., Slovenija) 
- Magnetno mešalo Ikamag RO 5 power (IKA Werke, Nemčija) 
- Mikrotitrska ploščica NuncTM, 96 vdolbinic, črna z ravnim črnim dnom (Thermo 
Scientific, Danska) 
- Mikrotitrska ploščica UV-STAR®, 96 vdolbinic, prozorna z ravnim prozornim 
dnom (Greiner Bio-One, Nemčija) 
- Mikrotitrska ploščica, 96 vdolbinic, bela z ravnim prozornim dnom (Greiner 
Bio-One, Nemčija) 
- pH meter SevenCompact (Mettler Toledo, Švica) 
- pH meter FiveEasy Plus (Mettler Toledo, Švica) 
- Plastične brizge Luer, različni volumni: 2, 5, 10 in 20 mL (Chirana T. Injecta, 
Slovaška) 
- Prozorni pokrovi za mikrotitrske ploščice (TPP, Švica) 
- Predkolone SecurityGuardTM, 4 × 3,0 mm (Phenomenex, ZDA) 
- Sistemi HPLC (Agilent Technologies, ZDA): razplinjevalec, binarna ali kvartarna 
črpalka, avtomatski vzorčevalnik, termostat za kolono, variabilni UV-VIS detektor 
ali detektor z nizom diod, programska oprema ChemStation 
 Sistem HPLC št. 1: Agilent 1100 Series  




 Sistem HPLC št. 2: Agilent 1100 Series / 1200 Series  
 Sistem HPLC št. 3: Agilent 1100 Series / 1260 Infinity  
- Sistem za filtriranje mobilne faze: erlenmajerica, filter mreţica, filtri (glej zgoraj), 
gumijasti zamašek, steklen lij, vodna črpalka, (Sartorius, Nemčija) 
- Sistem za pripravo demineralizirane vode Elix 35 (Millipore Corporation, ZDA) 
- Sistem za pripravo Milli-Q® vode A10 Advantage (Millipore Corporation, ZDA) 
- Steklovina: bučke, čase, čolnički za tehtanje, inserti za viale, merilni valji, viale, 
zamaški 
- Termostat za kolone ProStar 510 (Varian, ZDA) 
- Ultrazvočna kadička Sonis 4 (Iskra PIO, Slovenija) 
- Ultrazvočna kadička Sonorex (Bandelin, Nemčija) 
- Vodna kopel WB 13 (Kambič, Slovenija) 
- Ostali pripomočki: kovinske spatule, kovinske ţličke, magneti za magnetna mešala, 
nastavki za pipete, parafilm M
®
, plastične mikrocentrifugirke (1,5 mL in 2 mL), 
plastične kapalke, puhalke, rokavice, zamaški za viale 
3.2 Analizne metode 
3.2.1 Razvoj in optimizacija kromatografskih metod 
3.2.1.1 RP-HPLC 
Pri razvoju in optimizaciji RP-HPLC metod smo testirali več različnih reverznofaznih 
analitskih kolon. Pri posamezni koloni smo spreminjali začetno sestavo MF, gradientne 
programe, pretoke in temperaturo kolone. Naš cilj je bila optimizacija oblike in širine 
kromatografskih vrhov ter izboljšanje ločbe Lf od njegovih razpadnih produktov. Vse 
analizne metode, ki smo jih preizkusili med razvojem in optimizacijo, ter njihove oznake 
se nahajajo v Prilogi 1.  
3.2.1.2 SEC-HPLC 
Pri razvoju in optimizaciji SEC-HPLC metod smo preizkusili dve različni analitski koloni, 
različne temperature kolone, pretoke in MF z namenom optimizacije širine in oblike 
kromatografskih vrhov ter izboljšanja ločbe Lf od njegovih razpadnih produktov. Vse 
testirane SEC-HPLC metode in njihove oznake se nahajajo v Prilogi 1.  




3.2.2 Končni kromatografski pogoji 
3.2.2.1 RP-HPLC 
V preglednici IV se nahajajo končni kromatografski pogoji RP-HPLC metod za posamezne 
testirane kolone. Označene so z oznako metode, ki so navedene v Prilogi 1.  




Metoda P43 BZ29, BZ58 in BZ64 Z19 BS23 
Kolona Protein C4 BioZen C8 Zorbax C3 BioShell C18 
Vinj 20 μL 
Tvz Sobna temperatura 
φv 1,0 mL/min 1,0 mL/min 1,0 mL/min 0,8 mL/min 
MF 
A: 0,03 % TFA 
in 0,5 M NaCl v 
MQ vodi 
B: ACN (100 %) 
A: 0,1 % TFA v MQ 
vodi 
B1: 0,1 % TFA v ACN 
B2: ACN (100 %) 
A: 0,1 % TFA v 
MQ vodi 
B: ACN (100 %) 
A: 0,1 % TFA v 
MQ vodi 

















0-3 min:  
20 do 37,1 % B 
3-5 min:  
37,1 % B 
5-5,1 min: 37,1 
do 40 % B 
5,1-6,5 min: 
40 % B 
6,5-9,5 min:  
40 do 50 % B 
9,5-12 min:  
50 % B 
12-12,1 min:  
50 do 20 % B 
0-3 min: 20 do 36 % B2 
3-5 min 36 % B2 
5-5,1 min: 36 do 39 % B2 
5,1-6,5 min: 39 % B2 
6,5-9,8 min: 39 do 50 % 
B2 
9,8-12 min: 50 % B2 
12-12,1 min: 50 do 20 % 
B2 (BZ29) 
0-3 min: 20 do 
37 % B 
3-5 min: 37 % B 
5-5,1 min: 37 do 
40 % B 
5,1-6,5 min: 
40 % B 
6,5-9,5 min: 40 
do 50 % B 
9,5-12 min: 
50 % B 
12-12,1 min: 50 
do 20 % B 
0-3 min: 20 do 
38,1 % B 
3-5,5 min: 
38,1 % B 
5,5-5,6 min: 
38,1 do 41 % B 
5,6-7 min: 41 % 
B 
7-9,7 min: 41 do 
50 % B 
9,7-12 min: 
50 % B 
12-12,1 min: 50 
do 20 % B 
0-3 min: 20 do 36 % B1 
3-5 min: 36 % B1 
5-5,1 min: 36 do 39 % B1 
5,1-6,5 min: 39 % B1 
6,5-9,8 min: 39 do 50 % 
B1 
9,8-12 min: 50 % B1 
12-12,1 min: 50 do 20 % 
B1 (BZ58) 
0-3 min: 20 do 37,5 % B1 
3-5 min: 37,5 % B1 
5-5,1 min:  
37,5 do 40,5 % B1 
5,1-6,5 min: 40,5 % B1 
6,5-9,35 min: 40,5 do 
50 % B1 
9,35-12 min: 50 % B1 
12-12,1 min: 50 do 20 % 
B1 (BZ64) 
Tk 30 °C 30 °C 35 °C 40 °C 




Vinj – volumen injiciranja   Tvz – temperatura avtomatskega vzorčevalnika 
MF – mobilna faza   Φv – pretok 
Tk – temperatura kolone   λ – valovna dolţina detekcije 
t – čas analize    tr – retencijski čas Lf 
 
3.2.2.2 SEC-HPLC 
V preglednici V se nahajajo končni kromatografski pogoji SEC-HPLC metod za obe 
testirani koloni. Označeni sta z oznako metode, ki so navedene v Prilogi 1.  
Preglednica V: Končni kromatografski pogoji SEC-HPLC metod 
Metoda S6 XB7 
Kolona BioSep-SEC-S 2000 XBridge Protein BEH SEC 
Vinj 20 μL 10 μL 
Tvz Sobna temperatura 
φv 0,8 mL/min 0,86 mL/min 
MF 
0,05 M fosfatni pufer z 0,5 M NaCl 
pH = 7,0 
Izokratsko izpiranje 
0,2 M fosfatni pufer z 0,1 M NaCl 
pH = 6,8 
Izokratsko izpiranje 
Tk 25 °C 
λ 280 nm ali 220nm, 280 nm in spekter 190-400 nm 
t 25 min 13,5 min 
tr 8,7 min 4,7 min 
Vinj – volumen injiciranja   Tvz – temperatura avtomatskega vzorčevalnika 
MF – mobilna faza   Φv – pretok 
Tk – temperatura kolone   λ – valovna dolţina detekcije 
t – čas analize    tr – retencijski čas Lf 
 
3.2.3 Spektroskopske metode 
Med spektroskopskimi metodami smo uporabljali fluorescenco in UV spektroskopijo. 
Snemali smo absorpcijske spektre vzorcev ali pa smo merili absorbanco pri eni valovni 
dolţini (280 nm). Meritve smo izvajali na prozornih mikrotitrskih ploščicah UV-STAR
®
.  
Koncentracijo skupnih proteinov v vzorcu smo določali z metodo z bicinhoninsko kislino 
(BCA) na belih mikrotitrskih ploščicah z ravnim prozornim dnom. Pri tem smo upoštevali 
navodila proizvajalca [58]. Delovni reagent smo pripravili z mešanjem reagenta A in 
reagenta B v razmerju 50 : 1. V vsako vdolbinico smo odpipetirali 25 µL vzorca proteina 
in dodali 200 µL delovnega reagenta. Ploščico smo stresali 30 s, inkubirali pol ure pri 
37 °C, nato pa pomerili absorbanco pri 562 nm.  
Metoda P43 BZ29, BZ58 in BZ64 Z19 BS23 
λ 280 nm ali 220 nm, 280 nm in spekter 190-400 nm 
t 16 min 
tr 9,3 min 
7,4 min (BZ29) 
7,9 min (BZ58) 
7,5 min (BZ64) 
6,7 min 7,3 min 




Meritve fluorescence smo izvajali na črnih mikrotitrskih ploščicah Nunc
TM
. Merili smo 
intenziteto fluorescence ter snemali ekscitacijske in emisijske spektre. S prilagajanjem in 
spreminjanjem pogojev smo izbrali optimalne valovne dolţine. Ekscitacijsko valovno 
dolţino smo nastavili na 285 nm, emisijsko pa na maksimum pri 350 nm. Obe reţi smo 
nastavili na 9 nm.  
3.3 Priprava vzorcev 
3.3.1 Mobilne faze in druge raztopine 
3.3.1.1 Priprava mobilnih faz za RP-HPLC 
Raztopine smo pripravili tako, da smo 1000 mL bučo skoraj do oznake napolnili s topilom 
(MQ voda ali ACN). V MQ vodi smo v nekaterih primerih raztopili tudi NaCl. Nato smo s 
pipeto dodali ustrezen volumen TFA ali ocetne kisline. S topilom smo dopolnili do oznake. 
Sestave posameznih MF se nahajajo v preglednici VI. Raztopine, ki vsebujejo NaCl, smo 
filtrirali skozi 0,45 µm filtre. Mobilno fazo smo na koncu postavili za 15 minut v 
ultrazvočno kadičko, da se je razplinila.  




c (NaCl) Vkisline m (NaCl) 
1 MQ voda 0,03 % TFA / 300 µL TFA / 
2 MQ voda 0,03 % TFA 0,5 M 300 µL TFA 29,2 g 
3 MQ voda 0,05 % TFA / 500 µL TFA / 
4 MQ voda 0,1 % TFA / 1000 µL TFA / 
5 MQ voda 0,1 % TFA 0,05 M 1000 µL TFA 2,92 g 
6 MQ voda 0,1 % TFA 0,5 M 1000 µL TFA 29,2 g 
7 MQ voda 






8 ACN 0,03 % TFA / 300 µL TFA / 
9 ACN 0,1 % TFA / 1000 µL TFA / 
 
3.3.1.2 Priprava mobilnih faz za SEC-HPLC 
Za MF pri SEC-HPLC metodah smo pripravili več fosfatnih pufrov z različno močjo, 
različnim pH in različno koncentracijo NaCl. V preglednici VII se nahajajo natehte 
posameznih snovi, ki smo jih kvantitativno prenesli v 1000 mL bučo in raztopili v MQ 
vodi. Nato smo pH raztopine umerili z dodajanjem 1 M NaOH ali 1 M HCl in z MQ vodo 
dopolnili do oznake. Zatem smo preverili pH pufra in raztopino filtrirali. Pri koloni 




XBridge smo MF filtrirali skozi 0,20 µm filtre, pri koloni BioSep pa skozi 0,45 µm filtre. 
Na koncu smo MF razplinili v ultrazvočni kadički (15 minut).  













1 0,05 M 0,15 M 6,0 / 6,0 g 1,0 g 8,8 g 
2 0,05 M / 7,0 / 2,9 g 4,1 g / 
3 0,05 M 0,15 M 7,0 / 2,9 g 4,1 g 8,8 g 
4 0,05 M 0,3 M 7,0 / 2,9 g 4,1 g 17,5 g 
5 0,05 M 0,5 M 7,0 / 2,9 g 4,1 g 29,2 g 
6 0,05 M 0,1 M 6,8 / 3,5 g 3,6 g 5,8 g 
7 0,1 M / 3,0 0,785 mL 12,2 g / / 
8 0,1 M / 5,0 / 13,8 g / / 
9 0,1 M / 6,8 / 6,9 g 7,1 g / 
10 0,1 M 0,1 M 6,8 / 6,9 g 7,1 g 5,8 g 
11 0,1 M 0,25 M 6,8 / 6,9 g 7,1 g 14,6 g 
12 0,2 M 0,1 M 6,8 / 13,8 g 14,2 g 5,8 g 
 
3.3.1.3 Priprava 25 mM HEPES pufra, pH = 8,2 
Raztopino smo uporabljali za pripravo vzorcev albumina (poglavje 3.3.2.2). Natehtali smo 
149 mg HEPES-a in ga kvantitativno prenesli v 25 mL bučko. Raztopili smo ga v MQ 
vodi, pH smo uravnali na vrednost 8,2 z 1 M NaOH [59].  
3.3.1.4 Priprava 0,1 M NaOH in 0,1 M HCl 
V 10 mL bučko smo odpipetirali 1 mL vnaprej pripravljene 1 M raztopine NaOH oziroma 
HCl. Z MQ vodo smo dopolnili do oznake.  
3.3.1.5 Priprava topil za polizdelek F 
- 10 mM NaOH: 1 mL 1 M NaOH smo odpipetirali v 100 mL bučko in z MQ vodo 
dopolnili do oznake.  
- 0,1 % H3PO4: 1,176 mL H3PO4 smo dodali v 1 L MQ vode.  
- 100 mM, 200 mM in 250 mM natrijev citrat: natehtali smo ustrezno maso 
natrijevega citrata (5,9 g / 11,8 g / 14,7 g) in jo prenesli v 200 mL bučko. Z MQ 
vodo smo dopolnili do oznake.  
- 100 mM fosfatni pufer, pH = 7,4: natehtali smo 2,1 g Na2HPO4 in 0,7 g 
NaH2PO4 × H2O, ju prenesli v 200 mL bučko, dodali MQ vodo in počakali, da se 
raztopi. Nato smo pH umerili z 1 M NaOH in dopolnili do oznake z MQ vodo. 




- 100 mM EDTA: natehtali smo 7,4 g EDTA in jo prenesli v 200 mL bučko. Z MQ 
vodo smo dopolnili do oznake.  
- Kombinacija 100 mM EDTA in 250 mM natrijevega citrata: 3,7 g EDTA in 7,4 g 
natrijevega citrata smo prenesli v 100 mL bučko in dopolnili do oznake z MQ 
vodo.  
- Kombinacija 100 mM fosfatnega pufra, 100 mM EDTA in 250 mM natrijevega 
citrata: 2,1 g Na2HPO4,  0,7 g NaH2PO4 × H2O, 7,4 g EDTA in 14,7 g natrijevega 
citrata soli smo prenesli v 200 mL bučko in dopolnili do oznake z MQ vodo.  
3.3.1.6 Priprava raztopin za vrednotenje vpliva medija na določanje laktoferina  
- 200 mM natrijev citrat: poglavje 3.3.1.5, alineja 3 
- 50 mM natrijev citrat: natehtali smo 2,9 g natrijevega citrata in ga prenesli v 
200 mL bučko. Z MQ vodo smo dopolnili do oznake.  
- 50 mM fosfatni pufer, pH = 6,8: natehtali smo 0,7 g Na2HPO4 in 0,7 g 
NaH2PO4 × H2O, ju prenesli v 200 mL bučko, dodali MQ vodo in počakali, da se 
raztopita. Nato smo pH umerili z 1 M NaOH in dopolnili do oznake z MQ vodo. 
- 50 mM EDTA: natehtali smo 1,9 g EDTA in jo prenesli v 100 mL bučko. Z MQ 
vodo smo dopolnili do oznake.  
- 0,25 mM FeCl3: natehtali smo 81,1 mg FeCl3 in ga prenesli v 50 mL bučko. Z MQ 
vodo smo dopolnili do oznake. Nastalo raztopino smo 40-krat redčili v dveh 
korakih (10 mL / 100 mL in 25 mL / 100 mL).  
- 6,0 M urea: natehtali smo 36,0 g uree in jo prenesli v 100 mL bučko. Z MQ vodo 
smo dopolnili do oznake.  
3.3.2 Razvoj in optimizacija analiznih metod 
3.3.2.1 Vzorci laktoferina 
Za pripravo vzorcev smo uporabili polizdelek C (izolat Lf), izdelek A ali standard A. 
Glede na navedeno vsebnost Lf v izdelku A in maso vsebine kapsule smo ocenili deleţ Lf 
v kapsuli, ki smo ga upoštevali pri pripravi tega vzorca. Pri SEC-HPLC metodah smo 
pripravili vodne raztopine s koncentracijo Lf 1 mg/mL, 2 mg/mL in 5 mg/mL, pri 
RP-HPLC metodah pa s koncentracijo Lf 1 mg/mL. Natehto smo kvantitativno prenesli v 
merilno bučko in dopolnili do oznake z MQ vodo. Pri tem smo poskušali preprečiti 
penjenje raztopin. Pred prenosom v viale smo vzorce prefiltrirali s filtri Minisart
®
 RC. Pri 
koloni XBridge smo uporabili filtre z velikostjo por 0,2 µm, pri ostalih kolonah pa 




0,45 µm. Pri razvoju in optimizaciji metod smo uporabljali tudi stresne vzorce Lf, katerih 
priprava je opisana v poglavju 3.3.3.2.   
3.3.2.2 Vzorec albumina 
Pripravo vzorca človeškega serumskega albumina s koncentracijo 10 mg/mL smo 
povzeli [59]. V mikrocentrifugirko smo odpipetirali 50 µL raztopine za infundiranje s 
koncentracijo albumina 200 mg/mL. Razredčili smo s HEPES pufrom do 1000 µL.  
3.3.2.3 Končna izbira kromatografskih metod  
Za RP-HPLC metode smo natehtali 25 mg izolata Lf, ga kvantitativno prenesli v 25 mL 
bučko in dopolnili do oznake z MQ vodo. Raztopino smo prefiltrirali. Enako smo postopali 
pri pripravi osnovne raztopine za SEC-HPLC metodi, le da smo jo pripravili v 
koncentraciji 20 mg/10 mL. Nadaljevali smo, kot je navedeno pri pripravi stresnih vzorcev 
v preglednici VIII pri točkah 1-3. Pripravili smo po eno vialo vsakega vzorca.  
3.3.3 Vrednotenje kromatografskih metod 
3.3.3.1 Priprava vzorcev za vrednotenje selektivnosti 
Pripravili smo osnovno raztopino Lf s koncentracijo 2 mg/mL. Natehtali smo 50 mg izolata 
Lf in ga kvantitativno prenesli v 25 mL bučko. Dodali smo MQ vodo do oznake in 
raztopino filtrirali (Millex
®
-GV, 0,22 µm). Nadaljevali smo po postopku, ki je naveden pri 
točkah 1-5 v preglednici VIII. Vzorce smo pripravili v eni paraleli. Iste vzorce smo 
uporabili za SEC-HPLC in RP-HPLC metode. Analizirali smo tudi slepe raztopine: MQ 
vodo in topila pri stresnih vzorcih (Preglednica VIII). Dodatno smo analizirali še 0,1 M 
HCl in 0,1 M NaOH (3.3.1.4), 0,2 M natrijev citrat (3.3.1.5), 1 mM EDTA (0,37 g EDTA / 
1 L MQ vode) in 1 mM FeCl3 (16,2 mg / 100 mL MQ vode). Selektivnost smo kasneje 
preverjali tudi z analizo realnih vzorcev (priprava 3.3.5.2).  
3.3.3.2 Priprava stresnih vzorcev laktoferina 
Osnovno raztopino Lf s koncentracijo 1 mg/mL ali 2 mg/mL smo pripravili iz izolata Lf ali 
iz izdelka A. Natehto smo kvantitativno prenesli v merilno bučko in dopolnili z MQ vodo 
do oznake. Raztopino smo filtrirali s filtri Minisart
®
 RC. Pri koloni XBridge smo uporabili 
filtre z velikostjo por 0,2 µm, pri ostalih kolonah pa 0,45 µm. Priprava stresnih vzorcev je 
opisana v preglednici VIII. Vse vzorce razen termičnih (t1 = 30 min in t2 = 60 min) smo 
shranjevali pri sobni temperaturi. Časovne točke smo določili s predhodnimi analizami. Pri 




posameznem pogoju smo pripravili več vzorcev, ki so bili različno dolgo izpostavljeni 
posameznemu stresnemu pogoju. Ciljali smo na razpad Lf v območju med 5 in 20 %.  
Preglednica VIII: Priprava stresnih vzorcev 







T = 60 °C 
Vodna kopel 
1000 µL OR 
t0 = 0 min (kontrola) 
t1 = 30 min 





0,01 M NaOH 
Sobna T 
900 µL OR + 
100 µL 0,1 M NaOH 
t0 = 0 h (kontrola) 
t1 = 4 h 
Dodatek 100 µL 
0,1 M HCl 
3 
Bazični:  
0,1 M NaOH 
Sobna T 
900 µL OR + 
100 µL 1 M NaOH 
t0 = 0 min (kontrola) 
t1 = 5 min 
Dodatek 100 µL 
1 M HCl 
4 
Kislinski:  
0,1 M HCl 
Sobna T 
900 µL OR + 
100 µL 1 M HCl 
t0 = 0 dni (kontrola) 
t1 = 3 dni 
Dodatek 100 µL 
1 M NaOH 
5 
Oksidativni:  
3 % H2O2 
Sobna T 
900 µL OR + 
100 µL MQ 
t0 = 0 h (kontrola) 
/ 
900 µL OR + 
100 µL 30 % H2O2 




900 µL OR + 
100 µL MQ 
t0 = 0 dni (kontrola) 
t1 = 7 dni 
/ 
OR – osnovna raztopina;  T – temperatura;  t0, t1, t2 – časovne točke 
 
3.3.3.3 Priprava vzorcev laktoferina za vrednotenje odvisnosti odziva od 
koncentracije 
Pripravili smo raztopino Lf s koncentracijo 5,0 mg/mL. Točno smo natehtali pribliţno 
10,0 mg standarda B. Zaradi naelektrenosti standarda smo ga tehtali neposredno v 2 mL 
bučko. Z MQ vodo smo dopolnili do oznake in raztopino filtrirali (Millex
®
-GV, 0,22 µm). 
Nato smo filtrat redčili z MQ vodo, da smo dobili osem različnih kalibracijskih vzorcev: 
0,050; 0,10; 0,25; 0,50; 1,0; 1,75; 2,5 in 5,0 mg/mL. Dodatno smo ustreznost modela, ki 
opisuje odvisnost odziva od koncentracije Lf, preverili še s kalibracijskimi vzorci izolata 
Lf enakih koncentracij. V tem primeru smo Lf tehtali na tehtalni čolniček in ga 
kvantitativno prenesli v bučko.  
3.3.3.4 Priprava vzorcev laktoferina za vrednotenje ponovljivosti, točnosti in 
stabilnosti vzorcev 
V 5 mL bučko smo točno natehtali pribliţno 20,0 mg standarda B in z vodo dopolnili do 
oznake ter raztopino filtrirali. Pripravili smo po tri paralelke kontrolnih vzorcev (QC) s 




koncentracijami: 4,0 (visoka, QCh), 0,75 (srednja, QCm) in 0,15 mg/mL (nizka, QCl). QCm 
smo pripravili z redčenjem QCh z MQ vodo, QCl pa z redčenjem QCm z MQ vodo. Za 
potrditev točnosti in ponovljivosti metod ter stabilnosti vzorcev smo po tem postopku 
pripravili tudi kontrolne vzorce izolata Lf. Zaradi visoke cene smo pri standardu Lf za 
vrednotenje med-dnevne ponovljivosti in točnosti izhajali iz osnovne raztopine, ki smo jo 
pripravili prvi dan validacije, pri izolatu Lf pa smo vsak dan validacije pripravili sveţe QC. 
3.3.4 Primerjava kromatografskih in spektroskopskih metod  
3.3.4.1 Priprava vzorcev laktoferina za vrednotenje selektivnosti spektroskopskih 
metod 
Izhajali smo iz istih vzorcev kot za vrednotenje selektivnosti kromatografskih metod 
(poglavje 3.3.3.1). Stresne vzorce Lf za UV spektroskopijo smo redčili dvakrat (75 µL 
vzorca in 75 µL MQ vode), za fluorescenco desetkrat (30 µL vzorca in 270 µL MQ vode) 
in za metodo z BCA trikrat (50 µL vzorca in 100 µL MQ vode).  
3.3.4.2 Priprava vzorcev laktoferina za vrednotenje odvisnosti odziva od 
koncentracije pri spektroskopskih metodah 
Pri vseh treh metodah smo odvisnost odziva od koncentracije laktoferina vrednotili z 
osmimi kalibracijskimi raztopinami. Izhajali smo iz iste osnovne raztopine kot za 
vrednotenje kromatografskih metod (priprava 3.3.3.3). Pri UV spektroskopiji smo ohranili 
tudi iste koncentracije vzorcev. Pri fluorescenci smo vse kalibracijske vzorce desetkrat 
redčili (50 µL vzorca in 450 µL MQ vode), da smo dobili kalibracijske vzorce naslednjih 
koncentracij: 0,0050; 0,010; 0,025; 0,050; 0,10; 0,175; 0,25 in 0,50 mg/mL. Pri določanju 
skupnih proteinov z BCA proizvajalec kompleta navaja ustreznost uporabe metode v 
območju od 0,025 do 2,0 mg/mL proteinov [58]. Temu smo prilagodili koncentracije 
kalibracijskih vzorcev: 0,025; 0,050; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,0 in 2,0 mg/mL. Pri vseh treh 
metodah smo odvisnost odziva od koncentracije preverili tudi s kalibracijskimi vzorci 
izolata Lf.  
3.3.4.3 Priprava vzorcev laktoferina za vrednotenje točnosti in ponovljivosti 
spektroskopskih metod 
Pri UV spektroskopiji smo uporabili nespremenjene QC drugega dne validacije 
kromatografskih metod (priprava 3.3.3.4). Pri fluorescenci smo te vzorce desetkrat redčili 
(50 µL vzorca in 450 µL MQ vode), da smo dobili kontrolne vzorce naslednjih 




koncentracij: 0,015; 0,075 in 0,40 mg/mL. Pri metodi z BCA pa so bile koncentracije QC 
0,060; 0,30 in 1,6 mg/mL. Pri vseh treh metodah smo točnost in ponovljivost preverili tudi 
s QC izolata Lf.  
3.3.5 Analiza realnih vzorcev 
3.3.5.1 Priprava vzorcev za vrednotenje vpliva medija na določanje laktoferina 
Za ugotvaljanje vpliva medija na kvantifikacijo Lf smo uporabljali naslednje vzorce: 
standard B, izolat Lf, izdelek A in polizdelek E (pelete). Vzorce smo raztopili v različnih 
medijih (poglavje 3.3.1.6). Izjema je bil vzorec v 91 mM NaCl, ki smo ga pripravili enako 
kot kontrolni vzorec pri stresnem vzorcu Lf v 0,1 M NaOH (Preglednica VIII). Nato smo 
primerjali odziv vzorca v izbranem mediju z odzivom vzorca, ki je bil pripravljen v MQ 
vodi v enaki koncentraciji.   
3.3.5.2 Priprava vzorcev za vrednotenje vsebnosti laktoferina in ponovljivosti 
postopka priprave 
Realne vzorce smo pripravili tako, da smo dosegli pribliţno enake končne koncentracije Lf 
v vzorcih za analizo. V ta namen smo točno natehtali pribliţno maso vzorca, ki je 
navedena v preglednici IX. Natehto smo kvantitativno prenesli v bučko in z MQ vodo 
dopolnili do oznake. Izjema je bil polizdelek F (mikrosfere), pri katerem smo uporabili 
0,2 M natrijev citrat. Vzorce polizdelka E (pelete), polizdelka F (mikrosfere) ter izdelkov 
A, B in C (kapsule) smo mešali na magnetnem mešalu 2 uri. Pripravljene vzorce smo 
filtrirali z 0,22 µm filtri (Millex
®
-GV). Pri vzorcih polizdelkov A in B smo pričakovali 
nizke koncentracije Lf, zato smo pripravili še petkrat redčena vzorca standardov A in B 
(koncentracija Lf je 0,2 mg/mL). Pri ostalih vzorcih je bila ciljana koncentracija Lf 
1,0 mg/mL. Homogenost vzorcev smo preverili tako, da smo pri eni paraleli trikrat odvzeli 
alikvot vzorca in ga filtrirali. 










Standard A* 2,0 2 1 
Standard raztopimo v MQ vodi 
Dodatno: 5-krat redčen standard 
(200 μL vzorca + 800 µL MQ vode) 
Standard B* 2,0 2 1 
Standard raztopimo v MQ vodi 
Dodatno: 5-krat redčen standard 
(200 μL vzorca + 800 µL MQ vode) 












Polizdelek A* 70,0 2 3 Vzorec le raztopimo v MQ vodi 
Polizdelek B* 70,0 2 3 Vzorec le raztopimo v MQ vodi 
Polizdelek C* 2,0 2 3 Vzorec le raztopimo v MQ vodi 
Polizdelek D* 2,0 2 3 Vzorec le raztopimo v MQ vodi 
Polizdelek E 100,0 20 3 
Topilo je MQ voda 
Mešanje na magnetnem mešalu (2 uri) 
Polizdelek F 60-62
•
 25 3 
Topilo je 0,2 M natrijev citrat 





Topilo je MQ voda 





Topilo je MQ voda 





Topilo je MQ voda 
Mešanje na magnetnem mešalu (2 uri) 
* Homogenosti vzorcev nismo preverjali 
•
 Posamezna sfera je nedeljiva enota z določeno maso 
3.3.5.3 Priprava vzorcev za vrednotenje izkoristka metode 
Izkoristek metode smo preverjali pri vzorcih izdelkov A, B in C ter pri polizdelkih E in F. 
Pripravili smo po 3 vzorce: realni vzorec (pričakovana cLf = 1,0 mg/mL), realni vzorec z 
dodatkom Lf (pričakovana cLf = 2,0 mg/mL) in vzorec Lf (pričakovana cLf = 1,0 mg/mL). 
Zaradi visoke cene referenčnih spojin smo kot dodatek uporabljali izolat Lf. Priprava 
realnega vzorca in vzorca izolata Lf (polizdelek C) je opisana v preglednici IX. Realni 
vzorec z dodatkom smo pripravili tako, da smo točno natehtali pribliţno 5,0 mg izolata Lf 
in ga kvantitativno prenesli v 5 mL bučko. Do oznake smo dopolnili z eno izmed paralel 
realnega vzorca. Nato smo vzorec filtrirali (Millex
®
-GV, 0,22 µm). Za vsak vzorec smo 
pripravili tri paralele.  
3.3.6 Stabilnost laktoferina 
3.3.6.1 Stabilnost laktoferina pri povišani temperaturi 
Stabilnost Lf smo spremljali pri štirih različnih temperaturah: 50, 60, 70 in 80 °C. Vzorce 
smo pripravili tako, da smo natehtali 50,0 mg izolata Lf in ga kvantitativno prenesli v 
50 mL bučko. Z MQ vodo smo dopolnili do oznake ter vzorec filtrirali (Millex
®
-GV, 
0,22 µm). Nato smo v mikrocentrifugirke oziroma viale odpipetirali po 700 μL filtrata in 
jih izpostavili izbranim temepraturam. Po določenem času (0, 15, 30, 60, 120 in 240 minut 
ter 24 ur) smo vzorce ohladili na sobno temperaturo. Če so bili motni, smo jih pred analizo 
ponovno filtrirali. Temperaturi 60 °C smo izpostavili tudi vzorec izdelka A. Pripravili smo 




raztopino izdelka A s koncentracijo Lf 1,0 mg/mL in nadaljevali enako kot pri izolatu Lf. 
Pri obeh vzorcih smo pripravili 2 paraleli za vsako časovno točko.  
3.3.6.2 Stabilnost laktoferina v 0,1 M NaOH 
Natehtali smo 10,0 mg izolata Lf, ga prenesli v 10 mL bučko in dopolnili z MQ vodo do 
oznake. Nato smo raztopino filtrirali (Millex
®
-GV, 0,22 µm) in 540 μL filtrata smo dodali 
60 μL 1,0 M NaOH. Po določenem času (0, 5, 10, 15, 30 ali 60 minut) smo jih 
nevtralizirali z dodatkom 60 μL 1,0 M HCl. Za vsako časovno točko smo pripravili 2 
paraleli. Bazičnemu mediju smo izpostavili tudi vzorec izdelka A. Pripravili smo raztopino 
izdelka A s koncentracijo Lf 1,0 mg/mL in nadaljevali enako kot pri izolatu Lf.  
3.4 Vrednotenje kromatografskih metod 
V okviru vrednotenja RP-HPLC (BZ58 in BZ64) in SEC-HPLC (XB7) metod smo 
preverjali naslednje parametre: selektivnost, odvisnost odziva od koncentracije, točnost, 
ponovljivost, mejo zaznave (LOD), mejo določitve (LOQ) in stabilnost kontrolnih 
raztopin Lf. To smo naredili v skladu z ICH smernico za vrednotenje analiznih metod 
ICH Q2(R1) [60].  
3.4.1 Selektivnost 
Selektivnost metod smo preverjali z analizo stresnih vzorcev Lf (priprava 3.3.3.1). 
Ugotavljali smo, ali se vrhovi razpadnih produktov in različnih topil ločijo od 
kromatografskega vrha za Lf. Dodatno smo selektivnost metod kasneje vrednotili še z 
analizo realnih vzorcev, kjer smo preverjali, ali se kromatografski vrhovi drugih 
komponent v vzorcu ločijo od kromatografskega vrha za Lf.  
3.4.2 Odvisnost odziva od koncentracije 
Odvisnost odziva (AUC - površina pod krivuljo) od koncentracije smo vrednotili z osmimi 
kalibracijskimi vzorci Lf v koncentracijskem območju od 0,050 mg/mL do 5,0 mg/mL 
(priprava 3.3.3.3). Z metodo najmanjših kvadratov smo izračunali več različnih modelov, 
jim določili pripadajoče enačbe in determinacijske koeficiente (R
2
). Kot spodnjo mejo 
sprejemljivosti smo postavili kriterij R
2
 ≥ 0,999. Izbrali smo model z najvišjim R
2
.  
3.4.3 Točnost in natančnost 
Točnost in natančnost kromatografskih metod smo vrednotili znotraj treh dni validacije na 
osnovi kontrolnih vzorcev treh različnih koncentracij (QCh, QCm in QCl), ki pokrivajo 




celotno analizno območje. Ugotavljali smo znotraj-dnevno in med-dnevno točnost in 
natančnost, dodatno smo preverjali tudi ponovljivost injiciranja in reproducibilnost.  
Ponovljivost smo vrednotili tako, da smo na vsakem QC nivoju analizirali po tri paralele 
(priprava 3.3.3.4). Zanimala nas je stopnja ujemanja rezultatov znotraj enega dneva, ki smo 
jo izrazili z relativnim standardnim odklonom (RSD). Vmesno natančnost (med-dnevna) 
smo določili tako, da smo pripravo in analizo QC ponovili vsak dan validacije. Izračunali 
smo stopnjo ujemanja rezultatov znotraj treh dni validacije za posamezen koncentracijski 
nivo. Dodatno smo po eno paralelo QC analizirali v dveh različnih laboratorijih in s tem 
preverili reproducibilnost razvitih HPLC metod. Kot ustrezno natančnost smo upoštevali 
mejo RSD ≤ 5 %. Ponovljivost injiciranja smo vrednotili na QCm. Injicirali smo ga šestkrat 
zapored. Za mejo sprejemljivosti smo določili RSD ≤ 2 %.  
Parameter točnosti smo vrednotili tako, da smo z enačbo modela, ki podaja odvisnost 
odziva od koncentracije, izračunali koncentracijo Lf v kontrolnih vzorcih. Točnost smo 
izračunali po enačbi 1. Rezultat smo podali v odstotkih. Za mejo sprejemljivosti smo 
postavili zaprt interval od 95 % do 105 %.  
 
cLf: ugotovljena koncentracija Lf v vzorcu, ki smo jo določili na osnovi enačbe modela 
cdejanska: koncentracija Lf, ki smo jo določili iz postopka priprave vzorca 
3.4.4 Meja zaznave in meja določitve 
Po smernici ICH Q2(R1) eden od načinov za oceno meje zaznave in meje določitve temelji 
na razmerju med signalom in šumom (S/N). Za LOD smo določili, da je razmerje med 
signalom in šumom enako 3 (S/N = 3), za LOQ pa smo za to razmerje postavili vrednost 
10 (S/N = 10).  
3.4.5 Stabilnost vzorcev 
Stabilnost vzorcev v avtomatskem vzorčevalniku pri 25 °C smo vrednotili znotraj treh dni 
validacije. Pri vsakem koncentracijskem nivoju smo analizirali eno paralelo 
(priprava 3.3.3.4) v treh časovnih točkah: 0 h, 24 h in 48 h. Izračunali smo razmerje 
koncentracije Lf v izbrani časovni točki glede na koncentracijo v točki 0 in rezultat podali 
v odstotkih. Za mejo sprejemljivosti smo določili 100 % ± 5 %.  
Enačba 1:         [ ]  
   
         
     
 




3.5 Vrednotenje spektroskopskih metod 
Spektroskopskih metod nismo vrednotili v takem obsegu kot kromatografskih. Preverjali 
smo njihovo selektivnost in vrednotili, kakšne spremembe lahko opazimo pri vzorcih, ki so 
bili izpostavljeni stresnim pogojem (priprava 3.3.4.1) S kalibracijskimi vzorci, ki smo jih 
pripravili po postopku 3.3.4.2, smo vrednotili odvisnost odziva (absorbance, intenzitete 
fluorescence) od koncentracije. Po enakem postopku kot pri kromatografskih metodah 
(poglavje 3.4.2) smo določili R
2
 in za mejo sprejemljivosti postavili enak kriterij.  
Točnost in ponovljivost smo vrednotili le znotraj enega dneva (priprava 3.3.4.3). Določili 
smo ju na enak način in postavili enake kriterije sprejemljivosti kot pri kromatografskih 
metodah (poglavje 3.4.3) S QCm izolata smo preverili še ponovljivost pri zaporednih 
meritvah (n = 6) istega vzorca v isti vdolbinici ter ponovljivost pri meritvah istega vzorca, 
ki smo ga odpipetirali v sosednje vdolbinice (n = 6). Pri tem smo za mejo sprejemljivosti 
smo določili RSD ≤ 2 %. 
3.6 Analiza realnih vzorcev 
3.6.1 Izračun vsebnosti 
Po postopku, opisanem v poglavju 3.3.5.2, smo pripravili več paralel realnih vzorcev. 
Analizirali smo izdelke in polizdelke z laktoferinom. Na osnovi enačbe modela, ki podaja 
odvisnost AUC od koncentracije, smo izračunali koncentracijo Lf v vzorcih. Nato smo 
vsebnost Lf v odstotkih izračunali po enačbi 2. Rezultat smo podali kot povprečna 
vsebnost ± standardni odklon (SD).  
 
cLf: ugotovljena koncentracija Lf v vzorcu, ki smo jo določili na osnovi enačbe modela  
Vvzorca: volumen topila za pripravo vzorca, 
m: navedena masa Lf pri izdelkih, masa vzorca pri polizdelkih 
3.6.2 Vrednotenje ponovljivosti priprave vzorcev 
Ponovljivost priprave vzorcev smo vrednotili na dveh nivojih. Preverjali smo homogenost 
pripravljenega vzorca tako, da smo trikrat vzorčili in filtrirali isti vzorec. Preverjali smo 
tudi ponovljivost priprave vzorca med paralelami posameznih izdelkov in polizdelkov, pri 
čemer smo pri izdelkih upoštevali tudi maso vsebine kapsule. Vzorce smo pripravili po 
Enačba 2:             [ ]  
           
 
     
 




postopku v poglavju 3.3.5.2. Izračunali smo RSD in za ustrezno ponovljivost upoštevali 
kriterij RSD ≤ 10 %. 
3.6.3 Vrednotenje izkoristka metode 
Izkoristek metod za analizo realnih vzorcev smo vrednotili z metodo standardnega 
dodatka. Vzorce smo pripravili po postopku, ki je opisan v poglavju 3.3.5.3. Zaradi visoke 
cene referenčnih spojin smo kot dodatek uporabljali izolat Lf. Analizirali smo tri vzorce: 
vzorec izdelka ali polizdelka, vzorec izolata Lf in vzorec izdelka ali polizdelka z dodatkom 
izolata Lf. S pomočjo enačbe modela, ki podaja odvisnost odziva od koncentracije, smo 
izračunali koncentracijo Lf v teh vzorcih. Izkoristek metode smo nato izračunali po 
enačbi 3. Mejo sprejemljivosti smo postavili na 100 % ± 10 %.  
 
cv+d: koncentracija Lf v vzorcu izdelka/polizdelka z dodatkom izolata Lf 
cv: koncentracija Lf v vzorcu izdelka/polizdelka 
cd: koncentracija Lf v vzorcu izolata Lf 
3.7 Obdelava podatkov 
Rezultate analiz, ki smo jih dobili s pomočjo programske opreme ChemStation, smo 
obdelali s programsko opremo Microsoft Excel (2010). Rezultate smo statistično 
ovrednotili tako, da smo izračunali parametre, kot so povprečna vrednost, SD, RSD in R
2
. 





 Statistics 21. S programsko opremo Microsoft Excel smo narisali 
tudi različne grafe. Pri vrednotenju stabilnosti Lf pri povišani temperaturi smo narisali 
grafe cLf (0. red), ln(cLf) (1. red) in 1/cLf (2. red) v odvisnosti časa pri različnih 
temperaturah. Upoštevali smo časovne točke, pri katerih je bil deleţ nespremenjenega Lf 
večji od 0. Z linearno regresijo smo določili enačbe premic (absolutna vrednost naklona 
premice je enaka konstanti hitrosti razpada) in R
2





Enačba 3: Izkoristek metode [ ]  
       
  
     
 




4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Razvoj in optimizacija kromatografskih metod 
Cilj magistrske naloge je bil razviti stabilnostno indikativno analizno metodologijo za 
vrednotenje Lf. Za ta namen potrebujemo separacijske tehnike, s katerimi lahko določamo 
čistost vzorca in vsebnost posameznega proteina. Zato smo se najbolj posvetili 
kromatografskim metodam. Osredotočili smo se na RP-HPLC in SEC-HPLC, ki sta 
komplementarni metodi. RP-HPLC je namenjena predvsem za kvantitativno določanje Lf. 
Preizkusili smo 4 različne RP-HPLC kolone, saj je mehanizem ločbe kompleksen in 
odvisen od različnih dejavnikov. Zato je bil razvoj analizne metode obseţen in časovno 
zahteven. Preizkusili smo več kot 150 različnih metod, ki so zbrane v Prilogi 1. Primarni 
namen SEC-HPLC je določanje agregacije ali fragmentacije Lf, lahko pa jo uporabimo 
tudi kot komplementarno metodo za določanje vsebnosti Lf. Zaradi omejene dostopnosti in 
višje cene smo preizkusili le dve SEC-HPLC kromatografski koloni. Končen izbor metod 
smo naredili z analizo stresnih vzorcev, ki so se v preliminarnih testih izkazali za najbolj 
kritične. Izbrane RP-HPLC in SEC-HPLC metode smo validirali in ovrednotili njihovo 
vlogo pri testiranju stabilnosti Lf.  
4.1.1 RP-HPLC 
4.1.1.1 Kolona Protein C4 
Razvoj RP-HPLC metod smo začeli s kolono Protein C4. Za izhodišče smo vzeli metodo, 
ki so jo razvili Zhang in soavtorji, saj so uporabili C4 kolono enakih dimenzij [55]. Nato 
smo poskušali z različnimi MF in gradientnimi programi optimizirati ločbo ter obliko 
kromatografskega vrha za Lf. Kromatogram na sliki 6 zgoraj prikazuje eno izmed prvih 
preizkušenih metod. Če zmanjšamo deleţ TFA v MF pri enakem gradientnem programu 
(metodi P23 in P26, slika 6), vrh za Lf postane niţji, širši in bolj asimetričen. Menjava 
TFA za ocetno kislino je bila neuspešna, saj v tem primeru nismo dobili vrha za Lf 
(metoda P22, Priloga 1). Poskusili smo tudi s kombinacijo TFA in NaCl v MF, ki smo jo 
zasledili v nekaterih literaturnih primerih [36,45]. Pri nespremenjenem gradientnem 
programu smo dosegli izboljšanje ločbe med Lf in njegovimi razpadnimi produkti, hkrati 
pa je vrh za Lf postal višji, oţji in bolj simetričen (metoda P29). Poskusili smo tudi z 
dodatkom TFA v ACN (metode P19-P21 in P46, Priloga 1), kar najdemo v večini 
literaturnih primerov (Preglednica III), vendar je bil rezultat slabši. Med preizkušenimi MF 




se je kot najboljša izkazala 0,03 % TFA in 0,5 M NaCl v MQ vodi v kombinaciji z ACN 
(metode od P29 dalje, Priloga 1), zato smo jo izbrali za nadaljnji razvoj. Pri povišanju 
temperature kolone so bili odzivi nekoliko višji, vendar je bila ločba slabša. Tudi pri 
zmanjšanju pretoka so bili odzivi višji, vendar nismo ţeleli podaljševati časa analize. Pri 
optimizaciji gradientnega programa smo si dodatno pomagali s podatkom o deleţu 
organskega modifikatorja, ki je potreben za izpiranje Lf pri izokratskih pogojih. Pri vseh 
preizkušenih kolonah je bil ta deleţ podoben, in sicer je bilo potrebnih 36-39 % ACN. Na 
osnovi tega podatka smo spremenili gradientni program, da smo prišli do končnega 
rezultata, ki je prikazan na spodnjem kromatogamu na sliki 6.  
 
Slika 6: Razvoj metode na koloni Protein C4 
Prikaz kromatogramov za metode P5, P23, P26, P29 in P43 (Priloga 1), vzorec izolata Lf v MQ vodi 
(c =   mg/mL) 
 
4.1.1.2 Kolona BioZen C8 
Pri razvoju metode na koloni BioZen C8 smo izhajali iz metode P5, le časovne točke 
gradientnega programa smo sorazmerno prilagodili dolţini kolone. Ločba med vrhovi pri 
tej metodi (metoda BZ2) ni bila zadostna. Če smo nekoliko upočasnili naklon gradientnega 
programa, je vrh za Lf sicer postal niţji in širši, ločba pa se je izboljšala (Slika 7).  
0,1 % TFA v MQ vodi, metoda P5 
0,05 % TFA v MQ vodi, metoda P23 
Končna metoda, metoda P43 
0,03 % TFA v MQ vodi, metoda P26 
0,03 % TFA in 0,5M NaCl v MQ vodi, metoda P29 





Slika 7: Razvoj metode na koloni BioZen C8, 1. del 
Prikaz kromatogramov za metode BZ2, BZ3 in BZ9 (Priloga 1), vzorec izolata Lf v MQ vodi 
(c = 1 mg/mL) 
 
Ko smo z metodo BZ9 analizirali stresne vzorce, ločba še vedno ni bila ustrezna (Slika 8 
zgoraj, označeno s puščicama). Izboljšali smo jo z optimizacijo gradienta. Na sliki 8 spodaj 
vidimo, da smo postopoma uspeli ločiti vrhova pred in za vrhom za Lf. Hkrati smo dosegli 
izboljšanje oblike kromatografskega vrha laktoferina.  
 
Slika 8: Razvoj metode na koloni BioZen C8, 2. del 
Prikaz kromatogramov za metode BZ9, BZ26, BZ27 in BZ29 (Priloga 1), vzorec izdelka A v MQ vodi, 












Pri analizi vzorcev Lf, ki so bili izpostavljeni bazičnim stresnim pogojem, se je pri metodi 
BZ29 kromatografski vrh za Lf razširil in zniţal, v primerjavi s kontrolnim vzorcem se je 
tudi nekoliko podaljšal retencijski čas. Predvidevali smo, da gre za prekrivanje 
kromatografskih vrhov. Ločiti smo jih poskušali s povišanjem temperature kolone, 
spremembami pretoka in z zelo poloţnim gradientom, a nismo bili uspešni. Nazadnje smo 
poskusili še z dodatkom TFA v ACN (metoda BZ58, slika 9). To je edina metoda, s katero 
smo pri analizi tovrstnih vzorcev dobili vrh za razpadni produkt. V nadaljevanju smo ţeleli 
še izboljšati ločbo in obliko kromatografskega vrha za Lf. Poskušali smo z optimizacijo 
gradienta, spremembo temperature kolone in pretoka (metode BZ56-BZ65, Priloga 1). Če 
smo uspeli izolirati vrh za Lf od ostalih vrhov, smo izgubili vrh za razpadni produkt in 
obratno. Zato smo na tej točki z razvojem metode zaključili. Odločili smo se, da bomo pri 
tej koloni v končno izbiro kromatografskih metod vključili kar 3 metode. Pri tem je metoda 
BZ58 primernejša za vrednotenje stresnih vzorcev, metodi BZ29 in BZ64 pa sta bolj 
namenjeni kvantitativnemu določanju Lf. 
 
Slika 9: Razvoj metode na koloni BioZen C8, 3. del 
Prikaz kromatogramov za metode BZ29, BZ58 in BZ64 (Priloga 1), vzorec izolata Lf (c = 1 mg/mL) po 
5 minutah v 0,1 M NaOH 
4.1.1.3 Kolona Zorbax C3 
Pri koloni Zorbax C3 smo za izhodišče vzeli metodo BZ9, le temperaturo kolone smo 
nastavili na 35 °C, da smo dosegli nekoliko niţji tlak. Pri izhodiščnih pogojih nismo 
dosegli zadostne ločbe (metoda Z1, slika 10). Zato smo poskusili z manj strmim 








niţji in širši (metode Z3-Z8, Priloga 1). Poskusili smo tudi z dodatkom NaCl v MF, vendar 
nismo dosegli bistvenih sprememb v ločbi ali obliki kromatografskih vrhov (metode     
Z20-Z26, Priloga 1). Naprej smo poskušali z optimizacijo gradienta na podoben način kot 
pri koloni Protein C4 (4.1.1.1). Pri analizi stresnih vzorcev metoda Z17 še vedno ni bila 
optimalna, zato smo gradientni program še nekoliko preoblikovali in prišli do končne 
metode (metoda Z19, slika 10). S to metodo smo dosegli tudi primernejšo obliko 
kromatografskega vrha za Lf. 
 
Slika 10: Razvoj metode na koloni Zorbax C3 
Prikaz kromatogramov za metode Z1, Z4, Z7, Z17 in Z19 (Priloga 1), vzorec izdelka A v MQ vodi 
(c = 1 mg/mL) 
4.1.1.4 Kolona BIOShell C18 
Pri razvoju metode s kolono BIOShell smo uporabili znanje, ki smo ga pridobili pri 
razvoju ostalih metod. Temperaturo kolone smo nastavili na 40 °C, da smo dosegli niţji 
tlak. Najprej smo poskusili z enostavnejšim gradientnim programom, vendar nismo dosegli 
ustrezne ločbe (metoda BS1, slika 11). Podobno kot pri ostalih kolonah z manj strmim 
gradientom nismo dosegli ţelenih rezultatov (metode BS2, BS3, BS5, BS8, Priloga 1). 
Gradientni program za metodo BS16 smo oblikovali na podoben način kot pri koloni 
Protein C4 (poglavje 4.1.1.1). Poskusili smo tudi z dodatkom NaCl v MF pri 
nespremenjenem gradientu (metoda BS28, slika 11), vendar se je zmanjšala občutljivost 
metode. Odločili smo se za zniţanje pretoka iz 1 mL/min na 0,8 mL/min (metode 
BS21-BS27 in BS29-BS33, Priloga 1). S tem smo nekoliko zniţali tlak in povečali 










gradientni program še nekoliko preoblikovali in prišli do končne metode (metoda 
BS23, slika 11).  
 
Slika 11: Razvoj metode na koloni BIOShell C18 
Prikaz kromatogramov za metode BS1, BS16, BS23 in BS28 (Priloga 1), vzorec izolata Lf v MQ vodi 
(c = 1 mg/mL) 
4.1.1.5 Izbira končne RP-HPLC metode 
Za validacijo smo izbrali RP-HPLC metodo, ki se je izkazala kot najboljša z vidika oblike 
kromatografskega vrha za Lf in sposobnosti, da loči med Lf in njegovimi razpadnimi 
produkti. V ta namen smo pripravili bazične in termične stresne vzorce, ker so se 
predhodno izkazali za najbolj kritične z vidika stabilnostne indikativnosti (priprava 
3.3.2.3). Pri RP-HPLC smo izbirali med šestimi metodami na štirih različnih 
reverznofaznih kolonah (Slika 12). Najslabše se je izkazala optimizirana metoda na koloni 
Protein C4. Podobno obliko kromatografskega vrha za Lf smo dobili pri analizi z 
optimiziranima metodama na kolonah Zorbax C3 in BIOShell C18 . Pri BioZen C8 koloni 
je na kromatogram bistveno vplivala izbira gradienta in MF. Pri metodah BZ29 in BZ64 
smo dobili zelo podobna kromatograma. Kromatografski vrh za laktoferin je pri metodi 
BZ29 nekoliko širši in pri nekaterih vzorcih tudi niţji kot pri metodi BZ64, vendar je hkrati 
višji in oţji kot pri ostalih metodah. Metoda BZ58 kljub majhnim razlikam glede na 
metodo BZ64 daje drugačen rezultat. Vrh za Lf je niţji in širši kot pri večini ostalih metod. 
Kljub temu je to edina metoda, pri kateri smo uspeli ločiti Lf od njegovega razpadnega 
produkta v NaOH. Zato smo se odločili, da bomo validirali dve RP-HPLC metodi, in sicer 
metodi BZ58 in BZ64, pri čemer bo metoda BZ58 namenjena bolj za analizo stresnih 









ker pri obeh metodah uporabljamo isto kolono, enako MF in imamo nastavljeno enako 
temperaturo kolone, spremenimo dejansko le gradientni program metode.  
 
Slika 12: Združeni kromatogrami za 6 izbranih RP-HPLC metod 
Prikaz kromatogramov za metode P43, BZ29, BZ58, BZ64, Z19 in BS23 (Priloga 1), vzorec izolata Lf 
(c = 1 mg/mL) po 4 urah v 0,01 M NaOH 
4.1.2 SEC-HPLC 
4.1.2.1 Kolona BioSep 
Razvoj SEC-HPLC metode smo začeli z analitsko kolono BioSep. Za določitev 
izhodiščnih kromatografskih pogojev smo se naslonili na literaturne podatke 
(Preglednica II). Začeli smo z MF s pH vrednostjo 6,0. Sestavljena je bila iz 50 mM 
fosfatnega pufra in 150 mM NaCl (metoda S1, slika 13). Pri teh pogojih smo dobili odziv 
za Lf, vendar je bil kromatografski vrh asimetričen. Ţeleli smo izboljšati obliko 
kromatografskega vrha, zato smo preverili vpliv spremembe pH pufra, koncentracije NaCl 
in dodatka organskega modifikatorja na obliko kromatografskih vrhov (metode S1-S6, 
Priloga 1). S slike 13 je razvidno, da sprememba pH MF za eno enoto ne povzroči 
bistvenih sprememb, ključnega pomena pa je dodatek NaCl. Če smo uporabili pufer brez 
NaCl, nismo dobili kromatografskega vrha za Lf. Z višanjem koncentracije NaCl v MF se 
kromatografski vrhovi oţijo, višajo in postajajo bolj simetrični, kar je bil naš cilj. 
Kombinacija 90 % pufra in 10 % organskega modifikatorja (metoda S5, slika 13) je 
povzročila nasproten učinek kot dodatek NaCl.  
Biozen C8, metoda BZ29 
Biozen C8, metoda BZ64 
Biozen C8, metoda BZ58 
Zorbax C3, metoda Z19 
BIOShell C18, metoda BS23 
Protein C4, metoda P43 
 





Slika 13: Prikaz vpliva različnih MF na obliko kromatografskega vrha za Lf pri 
koloni BioSep 
Prikaz kromatogramov za metode S1-S6 (Priloga 1), vzorec izolata Lf v MQ vodi (c = 5 mg/mL) 
Poskusili smo tudi s spremembami pretoka (metode S7-S9, Priloga 1). Zniţanje pretoka pri 
SEC-HPLC metodah izboljša ločljivost, vendar hkrati zmanjša občutljivost, razširi 
kromatografske vrhove in podaljša čas analize [61]. Zaradi daljše dimenzije analitske 
kolone je bil čas analize relativno dolg, zato ga nismo ţeleli podaljševati. Temperature 
kolone nismo spreminjali, saj je bila kolona skupaj s predkolono predolga, da bi zaprli 
pokrov termostata kolon, zato bi imela zunanja temperatura prevelik vpliv. Kot najbolj 
optimalna se je izkazala metoda S6.  
4.1.2.2 Kolona XBridge 
Kot izhodišče za razvoj metode smo pri koloni XBridge uporabili metodo za analizo 
proteinskega standarda, ki jo je proizvajalec predpisal za preverjanje ustreznosti 
kolone [62]. Pri teh pogojih (metoda XB1) smo imeli teţavo z nenehnim naraščanjem 
odziva za Lf. Zato smo pri nadaljnjem razvoju poleg opazovanja oblike kromatografskih 
vrhov preverjali tudi ponovljivost odziva za Lf pri večkratnem injiciranju. Da bi rešili 
omenjeno teţavo, smo razvoj nadaljevali sistematično: spreminjali smo pH in 
koncentracijo pufra, koncentracijo dodanega NaCl, pretok in temperaturo kolone (metode 
XB2-XB12, Priloga 1). S slike 14 je razvidno, da so pri pH 3,0 vrhovi pri krajših 
retencijskih časih in niso ločeni med sabo. Pri pH vrednosti MF 5,0 in 6,8 je poloţaj 
kromatografskih vrhov podoben. Dodatek NaCl je povzročil oţenje in višanje 
pH 6,0 in 0,15M NaCl (metoda S1) 
pH 7,0 brez NaCl (metoda S2) 
pH 7,0 in 0,15M NaCl (metoda S3) 
pH 7,0 in 0,30M NaCl (metoda S4) 
pH 7,0 in 0,30M NaCl in 10 % ACN (metoda S5) 
pH 7,0 in 0,50M NaCl (metoda S6) 




kromatografskih vrhov kot pri BioSep koloni. Ta učinek je bil še nekoliko bolj izrazit pri 
naraščanju koncentracije pufra. V primeru nizke koncentracije pufra ali NaCl nam je 
teţave povzročalo ţe omenjeno naraščanje odziva za Lf. S povečanjem ionske moči MF 
zmanjšamo elektrostatske sekundarne interakcije analita s stacionarno fazo, hkrati pa tudi 
izboljšamo simetričnost vrhov in kvantifikacijo [61].  
 
Slika 14: Prikaz vpliva različnih MF na ločbo in obliko kromatografskega vrha za Lf 
pri koloni XBridge 
Prikaz kromatogramov za metode XB1-XB7 (Priloga 1), vzorec izdelka A v MQ vodi (c = 5 mg/mL) 
Za MF smo izbrali 0,2 M fosfatni pufer z dodatkom 0,1 M NaCl in pH 6,8, ki je bila med 
preizkušenimi najboljša predvsem z vidika ponovljivosti odziva za Lf pri večkratnem 
injiciranju pa tudi z vidika oblike kromatografskih vrhov. Preverili smo tudi vpliv 
temperature kolone in pretoka na ločbo, obliko kromatografskega vrha za Lf in 
ponovljivost odziva za Lf pri večkratnem injiciranju. Poskusili smo s tremi različnimi 
pretoki: 0,7 mL/min, 0,86 mL/min in 1,0 mL/min (metode XB11, XB7 in XB12, 
Priloga 1).  Odločili smo se za kompromis med ločljivostjo in hitrostjo analize tako kot pri 
BioSep koloni ter za pretok izbrali 0,86 mL/min. Končna metoda je metoda XB7.  
4.1.2.3 Primernost razvite metode za analizo drugih proteinov 
Pri obeh analitskih kolonah smo preverili primernost razvite metode za analizo drugih 
proteinov. Uporabili smo vzorec človeškega serumskega albumina. Pri vzorcu albumina 
0,1 M pufer, pH 3,0; brez NaCl (metoda XB5) 
0,1 M pufer, pH 5,0; brez NaCl (metoda XB4) 
0,1 M pufer, pH 6,8; brez NaCl (metoda XB1) 
0,1M pufer, pH 6,8; 0,1 M NaCl (metoda XB3) 
0,1 M pufer, pH 6,8; 0,25 M NaCl (metoda XB2) 
0,05 M pufer, pH 6,8; 0,1 M NaCl (metoda XB6) 
0,2 M pufer, pH 6,8; 0,1 M NaCl (metoda XB7) 




opazimo tri večje kromatografske vrhove (Slika 15). Za prvega smo domnevali, da 
predstavlja agregate albumina. Sledi kromatografski vrh za albumin, pri najdaljšem 
retencijskem času pa smo sklepali na kromatografski vrh za N-acetil triptofan, ki je 
naveden kot pomoţna snov v raztopini za infundiranje. N-acetil triptofan ima daljši 
retencijski čas od topila, kar je lahko posledica dodatnih interakcij, ki jih tvori s 
stacionarno fazo. Ker ima albumin (okrog 66,5 kDa [63]) manjšo molekulsko maso od Lf 
(okrog 80 kDa [2]), smo pričakovali, da bo imel Lf nekoliko krajši retencijski čas. 
Retencijski čas obeh proteinov je bil enak pri obeh metodah. Moţna razlaga tega pojava je, 
da na retencijski čas pri izključitveni kromatografiji ne vpliva le velikost, temveč tudi 
oblika molekule oziroma natančneje njen Stokesov polmer [61]. 
 
Slika 15: Kromatogrami vzorca človeškega albumina in izdelka A pri SEC-HPLC 
kolonah BioSep in XBridge 
Prikaz kromatogramov za metodi S6 in XB7 (Priloga 1), vzorec človeškega albumina v HEPES pufru 
(c = 10 mg/mL) in vzorec izdelka A v MQ vodi (c = 5 mg/mL) 
4.1.2.4 Izbira končne SEC-HPLC metode 
Med obema SEC-HPLC metodama smo izbirali tisto, ki bolje loči med Lf in njegovimi 
razpadnimi produkti ter daje čim boljšo obliko kromatografskega vrha (oţji in višji vrh) za 
Lf. Postopali smo enako kot pri RP-HPLC metodah (4.1.1.5). Za SEC-HPLC metodo smo 
izbrali metodo XB7, ki smo jo razvili na analitski koloni XBridge. S slike 16 je razvidno, 
da je pri analizi istega vzorca vrh za Lf niţji, širši in bolj asimetričen na koloni BioSep. 
Prav tako ima manjšo separacijsko sposobnost, saj ne vidimo dodatnih vrhov. Kolona 
XBridge je optimalnejša tudi s praktičnega vidika. Ker je krajša, so časi analize, 















Slika 16: Združena kromatograma za izbrani SEC-HPLC metodi 
Prikaz kromatogramov za metodi S6 in XB7 (Priloga 1), vzorec izolata Lf (c = 1 mg/mL) po 4 urah v 
0,01 M NaOH 
4.2 Vrednotenje kromatografskih metod 
Kromatografske metode smo po razvoju in optimizaciji tudi ovrednotili. Ţeleli smo 
ugotoviti, ali ustrezajo postavljenim specifikacijskim mejam in potrditi njihov namen 
uporabe. Zaradi visoke cene standarda laktoferina smo določene parametre (na 
primer selektivnost) preverjali le z vzorcem izolata laktoferina, nekatere parametre pa smo 
vrednotili z obema vzorcema.  
4.2.1 Selektivnost in stabilnostna indikativnost  
Pri vrednotenju selektivnosti smo preverjali, ali se kromatografski vrhovi različnih topil 
prekrivajo z vrhom za Lf. Ugotovili smo, da pri 280 nm zaznamo H2O2, natrijev citrat, 
EDTA in FeCl3. Vsi ti vrhovi so ločeni od vrha za Lf. Pri SEC-HPLC metodi jih vidimo 
pri retencijskem času med 6 in 7 minut (Slika 17). Pri RP-HPLC metodah pa je retencijski 
čas navedenih snovi krajši kot za Lf. Eluirajo se po pribliţno minuti in pol (Slika 18).  
Stresne vzorce Lf smo uporabljali tako pri razvoju metod kot tudi pri vrednotenju 
selektivnosti in stabilnostne indikativnosti metod. Časovne točke za stresne vzorce smo 
določili z metodama BZ29 in XB7 tako, da smo vzorce posameznemu stresnemu pogoju 
izpostavili za različno dolgo časovno obdobje. Rezultati stresnih testov so pokazali, da je 
Lf najbolj občutljiv na bazični medij in segrevanje. Pri 60 °C ga v pol ure razpade 
pribliţno 10 %, v 0,1 M NaOH pa po petih minutah ţe skoraj 50 %. Več kot 20 % razpad 
učinkovine je pri stresnem testiranju nezaţelen, saj lahko nastanejo sekundarni razpadni 
produkti (razpadni produkti razpadnih produktov) [64]. Zato smo se odločili, da bomo 
Kolona BioSep, metoda S6 
Kolona XBridge, metoda XB7 




poleg 0,1 M NaOH (pH = 13) analizirali tudi vzorec Lf v 0,01 M NaOH (pH = 12). Pri 
svetlobnem vzorcu je po enem tednu prišlo do manj kot 2 % upada odziva Lf. Ker bi bilo 
daljše časovno obdobje nepraktično, vzorca kasneje nismo več pripravljali.  
Pri SEC-HPLC metodi je razviden nastanek razpadnih produktov pri stresnih vzorcih Lf, ki 
so ločeni od vrha za Lf (Slika 17). Zato lahko potrdimo stabilnostno indikativnost metode 
XB7. Spremljamo lahko nastanek agregatov in tudi krajših fragmentov laktoferina.  
 
Slika 17: Kromatogrami stresnih vzorcev izolata Lf, SEC-HPLC metoda XB7 
 
S slike 18 je razvidno, da je pri RP-HPLC metodi BZ58 prišlo do nastanka dveh različnih 
razpadnih produktov. Razpadni produkt 2 je dobro ločen od vrha za Lf. Pri razpadnem 
produktu 1 pa je pomembna količina nastalega razpadnega produkta. Pri stresnih vzorcih 
ciljamo na 5-20 % razpad učinkovine [64]. Razpadni produkt pri takem obsegu razpada Lf 
ne ovira kvantifikacije Lf, zato lahko potrdimo selektivnost in stabilnostno indikativnost 
metode BZ58.  
Ţe med razvojem smo ugotovili, da RP-HPLC metoda BZ64 ni stabilnostno indikativna. 
Odločili smo se, da jo bomo kljub temu validirali, ker je boljša za kvantitativno analizo Lf 
v stabilnostno neproblematičnih vzorcih, saj je oblika kromatografskega vrha za Lf 
primernejša kot pri metodi BZ58.  
Dodatno smo selektivnost metod vrednotili še pri analizi realnih vzorcev (Sliki 24 in 25), 






T = 60 °C, t = 30 min 
3 % H2O2, t = 26 h 
0,01 M NaOH, t = 4 h 
0,1 M NaOH, t = 5 min 
0,1 M HCl, t = 3 dni 
 




Ugotovili smo, da so ostali kromatografski vrhovi ločeni od vrha za Lf. Z realnimi vzorci 
smo tako dodatno potrdili selektivnost metod XB7 in BZ64. 
 
Slika 18: Kromatogrami stresnih vzorcev izolata Lf, RP-HPLC metoda BZ58 
4.2.2 Odvisnost odziva od koncentracije 
Na podlagi kalibracijskih vzorcev standarda Lf smo z različnimi modeli opisali odvisnost 
odziva (površina pod krivuljo, AUC) od koncentracije. Poskusili smo z linearnim 
modelom, z uteţnim linearnim modelom (uteţ 1/c in 1/c
2
), s kvadratnim modelom in z 
linearnim modelom, ki je bil razdeljen na dve deloma prekrivajoči se območji (nizko 
0,050-1,0 mg/mL in visoko 0,50-5,0 mg/mL). Izbrali smo kvadratni model, saj so bili 
determinacijski koeficienti pri tem modelu najvišji. Pri vseh treh kromatografskih metodah 
je R
2
 višji od minimalne postavljene vrednosti 0,999, kar pomeni, da izbrani model dobro 
opisuje odvisnost odziva od koncentracije Lf v območju med 0,050 in 5,0 mg/mL. To smo 
dodatno potrdili še s kalibracijskimi vzorci izolata Lf, pri katerih se je kvadratni model 
prav tako izkazal za najboljšega, R
2
 pa je bil višji od postavljene meje pri vseh treh 
metodah (Priloga 2, preglednica XXI). V preglednici X so zbrani koeficienti kvadratne 
enačbe oblike AUC = Ac
2
 + Bc + C s pripadajočimi determinacijskimi koeficienti. Na 
sliki 19 so prikazane umeritvene parabole za izbrane kromatografske metode. Vidimo 
lahko, da je občutljivost najslabša pri SEC-HPLC metodi, pri obeh RP-HPLC metodah pa 
primerljiva.  
Kontrola 
T = 60 °C, t = 30 min 
0,01 M NaOH, t = 4 h 
0,1 M NaOH, t = 5 min 
0,1 M HCl, t = 3 dni 
Lf 
Razpadni produkt 1 Razpadni produkt 2 
Topilo 




Preglednica X: Koeficienti kvadratne enačbe s pripadajočimi determinacijskimi 









A 13,239 41,721 38,548 
B 823,02 1253,1 1293,6 
C -30,375 -7,9151 -13,529 
R
2
 0,99985 0,99989 0,99997 
 
 
Slika 19: Umeritvene parabole za standard B v MQ vodi za izbrane kromatografske 
metode 
4.2.3 Točnost in natančnost 
Rezultati znotraj-dnevne in med-dnevne točnosti, ki smo jo vrednotili na treh 
koncentracijskih nivojih, so zbrani v preglednici XI. Glede na postavljeni kriterij 
sprejemljivosti sta tako znotraj-dnevna kot tudi med-dnevna točnost vseh treh metod 
ustrezni. Med dnevi je mejni le srednji kontrolni vzorec pri SEC-HPLC metodi. Točnost 
analiznih metod smo potrdili tudi z vzorcem izolata Lf (Priloga 2, preglednica XXII). 
Natančnost metod smo vrednotili na treh nivojih: ponovljivost (znotraj enega dneva), 
vmesna natančnost (med dnevi) in reproducibilnost (med laboratoriji). Pri QCm smo 
preverili tudi ponovljivost injiciranja, ki je pri vseh treh metodah ustrezala postavljenemu 
kriteriju RSD ≤ 2 % (Preglednica XII). Pri obeh RP-HPLC metodah lahko potrdimo 
natančnost metode na vseh treh nivojih. Pri SEC-HPLC metodi sta znotraj-dnevna in 
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izolata Lf (Priloga 2, preglednica XXIII). Nekoliko odstopa le rezultat za vmesno 
natančnost, ki smo ga dobili pri QCl. Tudi z vidika reproducibilnosti je SEC-HPLC metoda 
slabša. Pri QCl namreč RSD odstopa od postavljene meje 5 %.  












Znotraj-dnevna 102,3 96,4 99,8 
Med-dnevna 100,1 95,4 100,5 
QCm 
0,75 mg/mL 
Znotraj-dnevna 99,2 99,8 99,8 
Med-dnevna 94,9 99,9 100,0 
QCh 
4,00 mg/mL 
Znotraj-dnevna 98,4 102,3 98,2 
Med-dnevna 99,0 102,0 100,3 
 
Preglednica XII: Ponovljivost, vmesna natančnost, reproducibilnost in ponovljivost 











Ponovljivost 0,9 1,5 3,8 
Vmesna natančnost 6,1 2,9 3,0 
Reproducibilnost 13,0 0,7 0,6 
QCm 
0,75 mg/mL 
Ponovljivost 1,8 2,7 2,1 
Vmesna natančnost 3,5 2,4 1,6 
Reproducibilnost 3,6 0,2 0,1 
Ponovljivost 
injiciranja 
1,3 0,2 0,5 
QCh 
4,00 mg/mL 
Ponovljivost 0,6 0,9 0,4 
Vmesna natančnost 0,9 0,8 1,7 
Reproducibilnost 4,4 0,2 0,2 
Označeni sta vrednosti, ki odstopata od postavljene specifikacijske meje.  
 
Glede na dobljene rezultate lahko zaključimo, da je SEC-HPLC metoda manj primerna za 
kvantitativno analizo vzorcev. Če imamo moţnost, je bolje uporabiti eno izmed RP-HPLC 
metod. V nasprotnem primeru pa je smiselno vzorce pripraviti v koncentraciji, ki se nahaja 
v zgornjem delu analiznega območja (na primer med 0,50 in 5,0 mg/mL).  
4.2.4 Meja zaznave in meja določitve 
Po postopku, ki je opisan v poglavju 3.4.4, smo izračunali mejo zaznave in mejo določitve 
za SEC-HPLC metodo in obe RP-HPLC metodi. Rezultati so zbrani v preglednici XIII.  













LOD 0,0067 mg/mL 0,0013 mg/mL 0,0002 mg/mL 
LOQ 0,0223 mg/mL 0,0042 mg/mL 0,0008 mg/mL 
 
4.2.5 Stabilnost vzorcev 
Stabilnost kontrolnih vzorcev v avtomatskem vzorčevalniku pri 25 °C smo preverjali tako, 
da smo iste vzorce analizirali še po 24 in 48 urah. Glede na rezultate točnosti in natančnosti 
smo podatke o stabilnosti Lf pridobili z RP-HPLC metodama (Preglednica XIV). Rezultati 
po 24 in 48 urah pri 25 °C ustrezajo postavljeni specifikacijski meji na vseh treh 
koncentracijskih nivojih. Le pri QCl smo z metodo BZ64 določili mejno vrednost 
stabilnosti. Do enakih ugotovitev smo prišli tudi pri kontrolnih vzorcih izolata Lf 
(Priloga 2, preglednica XXIV). Glede na rezultate je zato priporočljivo, da vzorce 
analiziramo v roku 24 ur od priprave.  
Preglednica XIV: Stabilnost kontrolnih vzorcev standarda B v avtomatskem 
vzorčevalniku pri 25 °C 








Po 24 h 102,0 98,9 
Po 48 h 98,3 94,5 
QCm 
0,75 mg/mL 
Po 24 h 98,3 98,8 
Po 48 h 95,6 96,5 
QCh 
4,00 mg/mL 
Po 24 h 99,8 99,3 
Po 48 h / * 98,1 
* Zaradi tehničnih teţav ni podatka 
4.3 Primerjava kromatografskih in spektroskopskih metod 
4.3.1 Selektivnost in stabilnostna indikativnost 
4.3.1.1 Fluorescenca 
Na sliki 20 vidimo, da je pri stresnih vzorcih prišlo do spremembe intenzitete fluorescence. 
V večini primerov je prišlo do povečanja, kar je v skladu z literaturnimi podatki [38,39]. S 
fluorescenco pri proteinih zaznavamo aminokislinske ostanke triptofana. Ker so nepolarni, 
se običajno nahajajo v notranjosti tridimenzionalne zgradbe proteina. Pri razvitju 
proteinske molekule zaradi različnih denaturacijskih pogojev pride do večje izpostavitve 




triptofanov topilu in posledično povečanja fluorescence [38,39]. Do največjega povečanja 
fluorescence je prišlo pri vzorcu, ki je bil eno uro izpostavljen povišani temperaturi, kljub 
temu da se je pri kromatografskih metodah 0,1 M NaOH izkazal kot najbolj destruktiven 
stresni pogoj. Hkrati je s povečanjem intenzitete fluorescence pri večini vzorcev prišlo tudi 
do manjšega premika emisijskega maksimuma iz 350 nm na 355 nm. To se sklada z 
literaturnimi podatki, da imajo aminokislinski ostanki triptofana pri proteinih v razvitem 
stanju večinoma emisijski maksimum pri 355 nm [38].  
 
Slika 20: Graf intenzitete (I) fluorescence stresnih vzorcev Lf v odvisnosti od valovne 
dolžine (λ) 
Vzorec Lf v 3 % H2O2 odstopa od pričakovanih rezultatov. Maksimum se je premaknil za 
5 nm proti krajšim valovnim dolţinam, intenziteta odziva pa se je zmanjšala. Vodikov 
peroksid namreč duši fluorescenco triptofanov. Do tega učinka pride zaradi prenosa 
vzbujenih elektronov iz indolovega obroča triptofana na H2O2 [65]. Fluorescenca torej ni 
primerna metoda za zaznavanje razvitja proteinske strukture pri vzorcih Lf v H2O2. Kljub 
temu bi fluorescenca lahko bila alternativa za vrednotenje stabilnosti Lf. Oblika spektrov je 
pri vseh stresnih vzorcih enaka, intenziteta pa narašča zaradi razvitja molekule. Njena 
prednost je tudi v tem, da je manj snovi, ki interferirajo z meritvijo v primerjavi z 


















Emisijski spektri stresnih vzorcev Lf 
Kontrola
T = 60 °C 30 min
T = 60 °C 60 min
0,01 M NaOH 4 h
0,1 M NaOh 5 min
3% H2O2 24-48 h
0,1 M HCl 3 dni




4.3.1.2 UV spektroskopija 
UV spektroskopijo smo uporabili z dveh zornih kotov: kot metodo za preverjanje 
stabilnosti Lf in kot metodo za določanje skupnih proteinov. Za preverjanje stabilnostne 
indikativnosti metode smo posneli absorpcijske spektre stresnih vzorcev v območju med 
230 in 400 nm, ki so prikazani na sliki 21. Vidimo lahko absorpcijski maksimum pri 
280 nm, ki je značilen za proteine. Tam absorbirata predvsem aminokislinska ostanka 
tirozina in triptofana [46].  
 
Slika 21: Graf absorbance (A) stresnih vzorcev Lf v odvisnosti od valovne dolžine (λ) 
Sprememb v absorpcijskih spektrih stresnih vzorcev ni. Le pri zelo ostrih pogojih (0,1 M 
NaOH) smo zaznali manjše spremembe v spektru. To je skladno z rezultati, ki smo jih 
dobili pri kromatografskih metodah. Zaključimo lahko, da ta metoda ni stabilnostno 
indikativna in zato ni primerna za vrednotenje stabilnosti Lf. Teţava UV spektroskopije je 
tudi v selektivnosti, saj snovi, ki absorbirajo svetlobo v tem območju (na primer H2O2), 
motijo meritev. 
4.3.1.3 Določanje skupne koncentracije proteinov 
UV spektroskopija je ena od metod za določanje skupne koncentracije proteinov v vzorcih 
(Preglednica I). Absorbanco lahko merimo pri 205 nm, kjer absorbira peptidna vez. Ta 
metoda ima večjo občutljivost, vendar je selektivnost slabša [46]. Zato smo se odločili za 
meritev absorbance pri 280 nm (A280 nm), kjer absorbirata predvsem triptofan in tirozin. Pri 
stresnih vzorcih je bila sprememba absorbance pri 280 nm znotraj ponovljivosti metode. 


















Absorpcijski spektri stresnih vzorcev Lf 
Kontrola
T = 60 °C 30 min
T = 60 °C 60 min
0,01 M NaOH 4 h
0,1 M NaOH 5 min




pogojev ne povzroči spremembe v koncentraciji skupnih proteinov. Ta metoda ni primerna 
za analizo stresnih vzorcev v vodikovem peroksidu, saj H2O2 v tem območju absorbira 
svetlobo. Metoda torej ni selektivna, saj v primeru, da so v vzorcu prisotne snovi, ki 
absorbirajo pri 280 nm, določimo laţno višje koncentracije skupnih proteinov.  
Za določanje skupne koncentracije proteinov v stresnih vzorcih smo poleg direktne UV 
spektroskopije uporabili tudi metodo z BCA. Metoda temelji na biuretski reakciji. V prvi 
stopnji pride do redukcije Cu
2+
 ionov v bazičnem mediju, ki jo povzroči peptidna vez in 
nekateri aminokislinski ostanki (cistein, cistin, tirozin, triptofan). Nato pa sledi nastanek 
kompleksa med nastalimi Cu
+
 ioni in BCA (Slika 22) [58].  
 
Slika 22: Mehanizem reakcije za določanje koncentracije skupnih proteinov z BCA, 
povzeto po [66] 
 



















Absorpcijski spektri stresnih vzorcev Lf (metoda z BCA) 
Kontrola
T = 60 °C 30 min
T = 60 °C 60 min
0,01 M NaOH 4 h
0,1 M NaOH 5 min
0,1 M HCl 3 dni




V nasprotju z neposredno UV spektroskopijo je pri metodi z BCA v vseh stresnih vzorcih 
prišlo do povečanja absorbance pri 562 nm glede na kontrolo (Slika 23). Ta pojav smo 
deloma povezali z rezultati, ki smo jih dobili pri fluorescenci. Predvidevali smo, da je 
zaradi stresnih pogojev prišlo do spremembe tridimenzionalne strukture Lf in s tem do 
večjega stika med medijem in aminokislinami, ki sodelujejo v reakciji. Zato je v večji meri 
prišlo do redukcije Cu
2+
 ionov in nastanka kompleksov, posledično pa do povečanja 
absorbance. Do največje spremembe je prišlo pri vzorcu, ki je bil v 0,1 M NaOH, kar se 
sklada z rezultati kromatografskih metod, ne pa tudi z rezultati, ki smo jih dobili pri 
meritvi fluorescence. Ta metoda ni primerna za analizo vzorcev v 3 % H2O2. Vodikov 
peroksid namreč povzroči redukcijo Cu
2+
 ionov in posledično nastane intenzivnejše 
obarvanje raztopine. Meritev motijo tudi drugi reducenti, oksidanti, kelatorji ter močne 
kisline in baze [58]. Pri analizi realnih vzorcev smo ugotovili, da meritev moti tudi natrijev 
citrat, kljub temu da smo ga uporabili v koncentraciji 200 mM, ki je v navodilih navedena 
kot zgornja meja kompatibilnosti z metodo z BCA [58].  
Določanje skupnih proteinov je pri testiranju stabilnosti Lf smiselno. S kromatografskimi 
metodami namreč lahko zaznamo tudi snovi, ki niso proteini. Zato ne moremo določiti, 
kolikšen deleţ skupnih proteinov predstavlja Lf. To pa lahko naredimo v kombinaciji z 
metodami za določanje skupnih proteinov. Metodi, ki smo ju uporabili za določanje 
skupnih proteinov imata določene prednosti in slabosti. Prednost UV spektroskopije je v 
tem, da je enostavnejša in neposredna metoda ter da na določitev koncentracije skupnih 
proteinov ne vpliva zvitje proteinske molekule. Po drugi strani pa snovi, ki absorbirajo pri 
280 nm, motijo meritev. V takem primeru je bolj smiselno uporabiti metodo z BCA. 
Vendar pa obstaja nekaj snovi, ki jih zaznamo pri 280 nm in hkrati motijo določitev z BCA 
(na primer H2O2 in citrat). V takem primeru bi bila potrebna ustrezna predpriprava vzorca 
(na primer dializa, precipitacija s trikloroocetno kislino [46]) ali uporaba druge metode. 
Pogosto se uporabljata Dumasova in Bradfordova metoda [40,47–49].  
Vse tri spektroskopske metode so neprimerne za analizo vzorca, ki je bil pripravljen v 
oksidacijskem mediju. Te metode niso selektivne ali stabilnostno indikativne, lahko pa bi 
jih uporabljali v kombinaciji s kromatografskimi kot dodatno orodje za vrednotenje 
vzorcev Lf. Njihova prednost je predvsem v hitrosti analize, saj v nekaj minutah lahko 
analiziramo nekaj ducatov različnih vzorcev, za kar bi pri kromatografskih metodah 
porabili več ur. Tudi priprava aparata za analizo je enostavnejša, predvsem pa so te metode 
cenovno dostopnejše.  




4.3.2 Odvisnost odziva od koncentracije 
Tudi pri spektroskopskih metodah je kvadratni model bolje opisoval odvisnost odziva 
(razlika med absorbanco ali intenziteto fluorescence vzorca in slepe raztopine) od 
koncentracije Lf kot linearni. Pri metodi z BCA je uporaba kvadratnega modela 
priporočena tudi v navodilih, saj daje točnejše rezultate kot premica [58]. Pri vseh treh 
metodah smo dobili R
2
 višji od 0,999, najbolje pa se je izkazala metoda UV 
spektroskopije. To je tudi edina metoda, ki ustreza navedenemu kriteriju pri vzorcih izolata 
Lf (Priloga 3, preglednica XXV). Razlog za odstop pri ostalih dveh metodah je verjetno v 
slabši točnosti in natančnosti metod (poglavje 4.3.3). V preglednici XV so zbrani 
koeficienti kvadratne enačbe oblike odziv = Ac
2
 + Bc + C za spektroskopske metode s 
pripadajočimi determinacijskimi koeficienti.   
Preglednica XV: Koeficienti kvadratne enačbe s pripadajočimi determinacijskimi 
koeficienti za spektroskopske metode 
Umeritvena parabola A280 nm Metoda z BCA Fluorescenca 
A -0,01683 -0,10189 -1497,8 
B 0,76008 0,73382 3355,6 
C 0,00078 0,00635 0,71515 
R
2
 0,99998 0,99933 0,99902 
4.3.3 Točnost in natančnost 
Spektroskopske metode smo vrednotili v manjšem obsegu kot kromatografske. 
Kromatografske metode so kompleksnejše od spektroskopskih, zato obstaja več 
dejavnikov, ki lahko vplivajo na rezultat analize. Pričakovali smo, da bo ponovljivost 
analize istega vzorca pri spektroskopskih metodah boljša. Izkazalo pa se je, da so RSD 
vrednosti skoraj v vseh primerih višje od postavljene meje 2 % (Priloga 3, preglednica 
XXVII). Pri določanju skupnih proteinov z BCA je pri zaporednih meritvah istega vzorca 
RSD celo večji kot pri meritvah vzorca v sosednjih vdolbinicah. Razlog za to je, da metoda 
nima končne točke [58]. Tvorba kompleksov BCA s Cu
+
 ioni še vedno poteka, zato se 
absorbanca vzorcev povečuje. V treh minutah, ki smo jih porabili za šestkratno meritev, se 
je absorbanca povečala za skoraj 10 %. K variabilnosti te metode prispevajo tudi drugi 
dejavniki, kot so temperatura in trajanje inkubacije pred meritvijo absorbance, izbira 
proteina za kalibracijo, uporaba prevelike količine proteina in morebitna prisotnost 
motečih substanc [46]. Posledično je uporabnost modela odvisnosti odziva od 
koncentracije, ki smo ga določili s kalibracijskimi vzorci omejena. Smiselno je, da pri 




analizi vsakič pripravimo tudi kalibracijske vzorce ali vsaj en referenčni vzorec standarda. 
Koncentracijo proteinov v neznanem vzorcu potem določimo glede na referenco, ki je bila 
pri analizi izpostavljena enakim pogojem kot vzorec.  
Slaba ponovljivost pri analizi istega vzorca pa je tudi razlog za slabo znotraj-dnevno 
ponovljivost in točnost spektroskopskih metod (Preglednici XVI in XVII). Najslabše 
rezultate smo dobili pri meritvi fluorescence. Za kvantitativno analizo je med izbranimi 
spektroskopskimi metodami najprimernejša meritev absorbance pri 280 nm, saj se z vidika 
točnosti in natančnosti najbolj pribliţa postavljenim kriterijem.  
Preglednica XVI: Znotraj-dnevna ponovljivost UV spektroskopije (A280 nm), metode z 
BCA in fluorescence za vzorce standarda Lf 
QC 
RSD [%] 
A280 nm Metoda z BCA Fluorescenca 
QCl  4,7 11,6 32,0 
QCm  0,01 2,7 17,2 
QCh  2,3 2,9 3,4 
Označene so vrednosti, ki odstopajo od postavljene specifikacijske meje 
 
Preglednica XVII: Znotraj-dnevna točnost UV spektroskopije (A280 nm), metode z 
BCA in fluorescence za vzorce standarda Lf 
QC 
TOČNOST [%] 
A280 nm Metoda z BCA Fuorescenca 
QCl 100,3 94,4 115,2 
QCm 102,1 106,5 94,5 
QCh 107,6 96,0 92,4 
Označene so vrednosti, ki odstopajo od postavljene specifikacijske meje 
 
4.4 Analiza realnih vzorcev 
Osnovni namen magistrske naloge je bil razvoj metodologije za vrednotenje stabilnosti Lf. 
Z analizo realnih vzorcev smo potrjevali selektivnost razvitih metod. Dodatno smo 
preverili tudi moţnost kvantitativnega vrednotenja Lf. Po ustrezni prilagoditvi priprave 
vzorca smo ovrednotene metode uporabili za določanje vsebnosti Lf v različnih polizdelkih 
in komercialnih izdelkih ter pri slednjih preverjali skladnost med ugotovljeno in navedeno 
vsebnostjo laktoferina. Izdelke smo kupili v specializiranih prodajalnah. Vsi trije izdelki so 
prehranska dopolnila, ki so v obliki trdih kapsul, razlikujejo pa se po vsebnosti Lf in 
prisotnih pomoţnih snoveh. Izdelek A od aktivnih komponent vsebuje le Lf, pri izdelkih B 
in C pa so dodani še rastlinski ekstrakti, vitamini, minerali ali druge učinkovine. Polizdelke 




smo pridobili iz sodelovanja s podjetjem Arhel d.o.o., ki Lf izolira iz sirotke. Dobili smo 
posušen vzorec izhodnega materiala, posušen ultrafiltrat sirotke in izoliran Lf. Analizirali 
smo tudi vzorce pelet in mikrosfer, ki so jih iz izoliranega Lf pripravili na UL-FFA Katedri 
za farmacevtsko tehnologijo.  
4.4.1 Preverjanje metode na realnih vzorcih 
Razvite in ovrednotene metode smo uporabili za analizo realnih vzorcev. Z njimi smo 
vrednotili tudi selektivnost metod. Preverjali smo, ali se druge aktivne komponente in 
pomoţne snovi, ki so prisotne v vzorcih, ločijo od vrha za Lf. Na slikah 24 in 25 vidimo, 
da so ostali kromatografski vrhovi ločeni od vrha za Lf. Z realnimi vzorci smo tako 
dodatno potrdili selektivnost metod XB7 in BZ64.  
Ponovljivost priprave vzorcev in izkoristek metode smo vrednotili z RP-HPLC metodo 
BZ64, ki je namenjena kvantitativnemu določanju Lf. Potrdimo lahko tako homogenost 
vzorcev kot tudi ponovljivost celotne priprave vzorcev, saj je RSD manjši od 
specifikacijske meje 10 % (Preglednica XIX). Tudi izkoristek metode je znotraj 
postavljene meje 100 % ± 10 %, kar dodatno potrjuje ustreznost metode za predviden 
namen uporabe.  
 














Slika 25: Kromatogrami realnih vzorcev, RP-HPLC metoda BZ64 
4.4.2 Postopek priprave vzorcev 
4.4.2.1 Izbira topila za polizdelek F 
Realne vzorce smo pripravljali v MQ vodi (poglavje 3.3.5.2). Izjema je bil polizdelek F 
(mikrosfere), ki je bil pripravljen s premreţenjem zmesi natrijevega alginata in laktoferina 
z dodatkom raztopine s kalcijevimi ioni. Mikrosfere niso bile topne v vodi, zato smo iskali 
ustrezen medij za raztapljanje. Medij ni smel povzročiti nestabilnosti vgrajenega Lf, hkrati 
pa je moral mikrosfere popolnoma raztopiti, da smo lahko določali vsebnost Lf. Kljub 
temu smo najprej poskusili s kislim (0,1 % H3PO4) in bazičnim (0,01 M NaOH) medijem, 
ki pa nista bila ustrezna, saj se mikrosfere niso raztopile. Nadaljevali smo z mediji, ki 
vsebujejo snovi, ki kompleksirajo Ca
2+
 ione, da bi pretvorili alignat nazaj v topno obliko. 
Poskusili smo z EDTA, fosfatnim pufrom, natrijevim citratom in kombinacijami. Uspešen 
je bil natrijev citrat in kombinacije, ki so ga vsebovale. Odločili smo se za enokomponentni 
medij 0,2 M natrijev citrat. Izbran medij je tudi bolj fiziološki od kombinacij, ki vsebujejo 
EDTA. Postopek raztapljanja smo ţeleli pospešiti, zato smo vzorce dali v ultrazvočno 
kadičko ali na magnetno mešalo. Po dveh urah izpostavitvi ultrazvoku mikrosfere še vedno 
niso bile raztopljene. Pri vzorcih, ki smo jih mešali z magnetnim mešalom, pa so se 
mikrosfere popolnoma raztopile prej kot v dveh urah. V preglednici XIX vidimo, da so 
vzorci homogeni in je njihova priprava ponovljiva (RSD v obeh primerih < 10 %). S tem 












4.4.2.2 Določanje laktoferina v realnih vzorcih 
Pri analizi realnih vzorcev smo ugotovili, da z metodama XB7 in BZ64 ne določimo 
enakih vsebnosti Lf v vzorcih. V literaturi smo zasledili, da lahko z različnimi 
separacijskimi tehnikami določimo do 20 % različne koncentracije mlečnih proteinov v 
istem vzorcu [67]. Ugotovili smo, da na odziv vpliva tudi medij, v katerem je vzorec 
pripravljen. Priprava vzorca pri RP-HPLC metodah nima takega vpliva kot pri SEC-HPLC, 
hkrati odziv ni bil odvisen od denaturacije ali oblike Lf (Preglednica XVIII). RP-HPLC 
metoda se je bolje izkazala tudi z vidika validacijskih parametrov, saj daje bolj ponovljive 
rezultate. Zato smo za kvantitativno določanje Lf izbrali metodo BZ64.  
Preglednica XVIII: Vpliv medija za raztapljanje vzorca na odziv Lf 
MEDIJ VZOREC 
Razmerje AUCmedij / AUCMQ voda 
RP-HPLC (BZ64) SEC-HPLC (XB7) 
NaCl, 91 mM 
Standard B 0,97 0,53 
Izolat 0,90 1,04 
Izdelek A 0,91 1,01 
Natrijev citrat, 
200 mM 
Standard B 0,95 0,89 
Izolat 0,92 1,01 
Izdelek A 0,95 1,08 
Natrijev citrat, 
50 mM 
Izolat 0,99 1,11 
Izdelek A 0,96 1,25 
Polizdelek E (pelete) 1,08 1,17 
EDTA, 50 mM 
Standard B 0,97 0,90 
Izolat 0,97 1,00 
Izdelek A 1,01 1,07 
Fosfatni pufer, 
50 mM, pH = 6,8 
Izolat 0,97 1,06 
Izdelek A 1,07 1,37 
Polizdelek E (pelete) 1,14 1,17 
FeCl3, 0,25 mM Izolat 1,04 0,85 
Urea, 6,0 M Izolat 1,01 0,52 
Označene so vrednosti, ki več kot 10 % odstopajo od razmerja 1,00 
 
4.4.3 Vrednotenje vsebnosti laktoferina 
Vsebnost laktoferina smo določali v izdelkih A-C ter v polizdelkih A-F. Vzorce smo 
pripravili po postopku, ki je opisan v poglavju 3.3.5.1. Vzorce smo analizirali z metodo 
BZ64. Izjema je vzorec polizdelka F, ki smo ga analizirali z metodo XB7. Razlog za to je, 
da se natrijev alginat v kislem mediju pretvori do alginske kisline, ki je netopna v 
vodi [68]. Pri analizi z RP-HPLC metodo (kisla MF) bi se alginska kislina torej oborila in 




bi lahko poškodovala kolono. Rezultate analize vsebnosti smo obdelali tako, kot je opisano 
v poglavju 3.6.1. Nahajajo se v preglednici XIX.  
Preglednica XIX: Vsebnost Lf v izdelkih in polizdelkih, ponovljivost priprave realnih 
vzorcev in izkoristek metode 








Izdelek A 75,4 ± 1,9 2,2 2,8 96,3 
Izdelek B 96,0 ± 6,0 0,2 1,6 96,6 
Izdelek C 124,2 ± 4,5 0,9 3,7 101,8 
Polizdelek A 0,356 ± 0,005 / 1,4 / 
Polizdelek B 0,222 ± 0,003 / 1,5 / 
Polizdelek C 93,9 ± 1,0 / 1,0 / 
Polizdelek D 92,8 ± 5,5  / 5,9 / 
Polizdelek E 18,4 ± 0,1 0,7 0,7 95,3 
Polizdelek F* 18,2 ± 0,3 0,9 1,7 108,3 
* Analizirano s SEC-HPLC metodo XB7 
Vsi trije analizirani izdelki spadajo med prehranska dopolnila. Prehranska dopolnila so 
razvrščena med ţivila, zato zanje veljajo manj strogi predpisi kot za zdravila, njihov trg pa 
je tudi manj reguliran. To se odraţa tudi na vsebnosti, ki smo jo določili v izdelkih, kljub 
temu da smo jih analizirali znotraj navedenega roka uporabe. Pri izdelku A je bila vsebnost 
skoraj 25 % niţja od navedene. Nasprotno pa je bila pri izdelku C skoraj 25 % višja. Z 
vidika varnosti to ne bi smelo biti problematično, saj je priporočeni dnevni odmerek Lf v 
izdelku C kljub temu manjši kot v izdelkih A in B. Ugotovili smo tudi, da imajo primerljivi 
polizdelki (polizdelek C in D ter E in F) primerljive vsebnosti Lf. Izjemi sta polizdelka A 
in B. Razlika v vsebnosti Lf je posledica čiščenja, saj iz polizdelka A s filtracijo dobimo 
polizdelek B, pri čemer se del Lf izgubi. Rezultati so v skladu s pričakovanji in potrjujejo 
primernost vpeljane analizne metodologije.  
4.5 Stabilnost laktoferina 
4.5.1 Stabilnost laktoferina pri povišani temperaturi 
V zaključku smo preverili, ali so razvite kromatografske metode primerne za analizo 
stabilnosti Lf, kar je tudi njihov namen. Vzorce Lf smo izpostavili štirim različnim 
povišanim temperaturam in jih analizirali z RP-HPLC metodo BZ58, ki je namenjena 
analizi stresnih vzorcev. Dodatno smo jih analizirali s SEC-HPLC metodo XB7, da bi 
ugotovili, ali prihaja do tvorbe agregatov ali fragmentacije laktoferina.  




Pri RP-HPLC vidimo nastanek dveh različnih razpadnih produktov (Slika 26). Zaradi 
delnega prekrivanja kromatografskih vrhov prvega razpadnega produkta in Lf, je moţnost 
kvantifikacije odvisna od količine nastalega razpadnega produkta. Pri razpadu Lf do 20 % 
je količina nastalega razpadnega produkta dovolj majhna, da ne ovira kvantifikacije.  
 
Slika 26: Kromatogrami za izolat Lf v MQ vodi (c = 1,0 mg/mL) pri 50 °C v različnih 
časovnih točkah (RP-HPLC metoda BZ58) 
 
Slika 27: Kromatogrami za izolat Lf v MQ vodi (c = 1,0 mg/mL) pri 80 °C v različnih 
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Ugotovili smo, da je upad koncentracije Lf pri 50 °C postopen, vendar po 24 urah Lf ni 
več. Pri 80 °C se spremembe dogajajo hitreje, saj ţe po 1 uri v vzorcu ni bilo več Lf v 
prvotni obliki. S SEC-HPLC metodo zaznamo nastanek agregatov in fragmentacijo 
molekule Lf (Slika 27). Po štirih urah in enem dnevu pri 80 °C so bili vzorci motni in imeli 
vidne delce, zato smo jih pred analizo še enkrat filtrirali. Odziva za Lf nismo dobili, kar 
pomeni, da se je celotna količina Lf pretvorila ali oborila in smo Lf odfiltrirali. Enako se je 
zgodilo z vzorcem Lf po enem dnevu pri 70 °C. Sicer pa so se spremembe pri 60 °C in 
70 °C pričakovano dogajale počasneje kot pri 80 °C (Slika 28). 
Povišani temperaturi (60 °C) smo izpostavili vzorec izdelka A, da bi preverili, ali so 
kakšne razlike glede na izolat Lf. Koncentracija Lf je bila v obeh vzorcih enaka. Ugotovili 
smo, da je upad pri izdelku A hitrejši, in sicer je hitrost podobna kot pri izolatu pri 70 °C 
(Slika 28). Tudi profil razpadnih produktov je pri izdelku A drugačen. S SEC-HPLC 
metodo zaznamo nastanek agregatov (Priloga 4, slika 31), pri izolatu Lf pa pri tej 
temperaturi še niso nastajali. Pri RP-HPLC metodi pa je poleg dveh razpadnih produktov, 
ki sta prisotna tudi pri izolatu Lf, nastal še tretji razpadni produkt z najdaljšim retencijskim 
časom (Priloga 4, slika 32).  
 
Slika 28: Delež nespremenjenega Lf v odvisnosti od časa pri različnih temperaturah 
Z namenom ugotoviti, ali obstaja korelacija med temperaturo shranjevanja in hitrostjo 
pretvorbe Lf, smo izračunali konstante reakcijske hitrosti. Ugotovili smo, da je upad Lf s 
časom najbolje opisoval 0. red reakcije (Priloga 4, preglednica XXVIII). Kvantitativno 
povezavo med hitrostjo reakcije in recipročno vrednostjo absolutne temperature podaja 
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determinacijski koeficient visok (> 0,999), odstopa pa točka pri 50 °C (Slika 29). To je v 
kvalitativnem merilu razvidno ţe s slike 28, kjer se vidi bistvena sprememba v hitrosti 
pretvorbe Lf med 50 °C in ostalimi temperaturami. Zelo verjetna razlaga tega pojava je, da 
pri 50 °C reakcija poteka po drugačnem mehanizmu kot pri višjih temperaturah, saj se 
hitrost reakcije bistveno razlikuje od ostalih. Zaradi kompleksnosti konformacijske 
stabilnosti in procesa agregacije pri proteinih namreč pogosto prihaja do nelinearnosti pri 
Arrheniusovem grafu. To pa omejuje moţnost ekstrapolacije pospešenih stabilnostnih 
raziskav pri visokih temperaturah za oceno stabilnosti pri niţjih temperaturah. Moţne 
razlage tega pojava so, da pride do temperaturno odvisnih sprememb v mehanizmu 
reakcije, parametrih Arrheniusove enačbe ali reakcijskih pogojih [69]. Na podlagi naklona 
premice Arrheniusovega grafa smo izračunali aktivacijsko energijo v višjem 
temperaturnem območju (60-80 °C), ki znaša 78,4 kJ/mol.  
 
Slika 29: Arrheniusov graf za Lf 
4.5.2 Stabilnost laktoferina v 0,1 M NaOH 
Vzorce Lf v 0,1 M NaOH smo prav tako analizirali z metodama BZ58 in XB7. Trend je bil 
podoben kot pri povišani temperaturi, le da so spremembe potekale bistveno hitreje. Do 
izrazitega upada koncentracije Lf je prišlo ţe po petih minutah. Po desetih minutah pa v 
vzorcih ni bilo več nespremenjenega Lf. Profil razpadnih produktov, ki jih zaznamo z 
RP-HPLC metodo, je podoben kot pri povišani temperaturi. Za razliko od povišane 
temperature pa celo po dveh urah v 0,1 M NaOH ne pride do nastanka agregatov. S 
SEC-HPLC metodo smo namreč zaznali le fragmentacijo Lf. Tudi v bazičnem mediju je 
izolat Lf stabilnejši od izdelka A. V tem primeru pa so pri obeh vzorcih razpadni produkti 
y = -9433,8x + 26,906 
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tako pri RP-HPLC kot tudi pri SEC-HPLC enaki. Ugotovili smo, da lahko torej s 
kombinacijo metod vidimo razlike glede na mehanizme razpada. 
4.6 Analizna metodologija za vrednotenje laktoferina 
Namen magistrske naloge je bil postaviti analizno metodologijo za vrednotenje Lf. 
Osredotočili smo se na nekatere kromatografske in spektroskopske metode, ugotavljali 
njihove prednosti in slabosti ter njihovo vlogo pri vrednotenju Lf. Pri kvantitativnem 
določanju sta pomembni ponovljivost in točnost. Ugotovili smo, da sta za kvantitativno 
določanje Lf primerni RP-HPLC metodi. Alternativno lahko uporabimo tudi SEC-HPLC 
metodo, vendar je zaţeleno, da je koncentracija Lf v vzorcu v zgornjem delu analiznega 
območja (na primer med 0,50 in 5,0 mg/mL). Spektroskopske metode so manj primerne za 
kvantitativno določanje Lf, saj njihova točnost in ponovljivost ne ustreza postavljenim 
kriterijem. Najprimernejša med njimi je UV spektroskopija, saj se je najbolj pribliţala 
postavljenim validacijskim kriterijem in je z vidika določitve vsebnosti Lf v enostavnih 
realnih vzorcih primerljiva z RP-HPLC metodo. V preglednici XX vidimo, da je UV 
spektroskopija (A280 nm) neprimerna za določanje vsebnosti Lf v kompleksnejših vzorcih, 
kot so izdelek B in C ter polizdelek C, saj metoda ni selektivna. V primeru vzorcev, ki ne 
vsebujejo motečih snovi, ki absorbirajo pri izbrani valovni dolţini (na primer polizdelka C 
in E ter izdelek A, preglednica XX), pa lahko ocenimo koncentracijo Lf oziroma proteinov 
(± 15 %) v večjem številu vzorcev v relativno kratkem času. Glede na rezultate v 
preglednici XX lahko dodatno potrdimo, da fluorescenca ni primerna za kvantitativno 
vrednotenje, metoda z BCA pa je pri enostavnejših vzorcih lahko nekoliko slabša 
alternativa UV spektroskopiji, saj je slabša z vidika točnosti, ponovljivosti in izkoristka 
metode.   
Preglednica XX: Vsebnost laktoferina v izbranih realnih vzorcih, določena s 




A280 nm Metoda z BCA Fluorescenca 
Polizdelek B 0,222 ± 0,003 9,60 ± 0,09 / * / * 
Polizdelek C 93,9 ± 1,0 77,2 ± 2,7 79,6 ± 2,1 740,9 ± 51,2 
Polizdelek E 18,4 ± 0,1 15,2 ± 0,5 15,7 ± 1,5 147,1 ± 13,6 
Izdelek A 75,4 ± 1,9 86,4 ± 2,1 100,5 ± 7,7 676,0 ± 43,4 
Izdelek B 96,0 ± 6,0 202,0 ± 5,7 89,0 ± 3,3 304,2 ± 36,1 
Izdelek C 124,2 ± 4,5 589,3 ± 25,6 265,3 ± 11,8 106,6 ± 4,4 
* Rezultata ni, ker odziv presega območje metode 
 




Pri spremljanju stabilnosti ţelimo zaznati spremembe v vzorcu, zato je za kvalitativno 
določanje Lf je pomembna selektivnost metod. Tip spremembe, ki ga lahko zaznamo je 
odvisen od metode. S SEC-HPLC lahko zaznavamo agregacijo ali fragmentacijo Lf. Tudi 
RP-HPLC metode so primerne za kvalitativno določanje Lf. Spremenjene molekule Lf 
tvorijo drugačne interakcije s stacionarno ali mobilno fazo kot nespremenjene. S 
fluorescenco lahko zaznavamo spremembe v zvitju Lf. UV spektroskopija ni stabilnostno 
indikativna metoda in ni primerna za kvalitativno določanje Lf. Le pri zelo ostrih pogojih 
(0,1 M NaOH) smo zaznali manjše spremembe v absorpcijskem spektru. Po drugi strani je 
to tudi prednost te metode, saj določena koncentracija ni odvisna od zvitja proteinske 
molekule, kot je to pri fluorescenci ali pri metodi z BCA.  
Za sočasno kvantitativno in kvalitativno analizo Lf so primerne razvite kromatografske 
metode. Glede na namen analize jih lahko dopolnjujemo z izbranimi spektroskopskimi 
metodami. Glavna pomanjkljivost kromatografskih metod je dostopnost (cena 
inštrumentov in kolon), kompleksnost analize in časovna potratnost. Z njimi lahko namreč 
analiziramo le 3-4 vzorce na uro. Dodatno moramo pred analizo in po njej kromatografski 
sistem in kolono ustrezno pripraviti. V primeru, ko smo časovno omejeni in imamo vzorce, 
ki ne vsebujejo motečih snovi, je smiselna uporaba spektroskopskih metod (za zaznavanje 
sprememb fluorescenco, za kvantitativno določanje pa meritev absorbance pri 280 nm).  
  





Razvili in ovrednotili smo metodo reverznofazne tekočinske kromatografije visoke 
ločljivosti za vrednotenje laktoferina.  
- Med štirimi preizkušenimi reverznofaznimi kromatografskimi kolonami se je za 
vrednotenje laktoferina najbolje izkazala kolona BioZen C8 (150 mm × 4,6 mm, 
5 μm). 
- Za nadaljnje analize smo izbrali dve metodi (BZ58 in BZ64), ki se razlikujeta le v 
gradientnem programu, pri čemer je prva namenjena analizi stabilnostnih (stresnih) 
vzorcev, druga pa kvantitativnemu določanju laktoferina v stabilnostno 
neproblematičnih vzorcih. 
- Razviti kromatografski metodi sta krajši od večine literaturnih primerov (čas 
analize je 16 minut).  
- Stabilnostno indikativnost metode BZ58 smo potrdili s stresnimi vzorci laktoferina. 
- Metodi smo validirali v skladu z ICH smernicami ter za obe potrdili selektivnost, 
točnost, ponovljivost in dobro korelacijo med odzivom in koncentracijo laktoferina. 
Razvili in ovrednotili smo metodo izključitvene kromatografije visoke ločljivosti za 
vrednotenje laktoferina.  
- Med dvema preizkušenimi analiznima kolonama se je za vrednotenje laktoferina 
bolj izkazala kolona XBridge (150 mm × 7,8 mm, 3,5 μm).  
- Stabilnostno indikativnost metode XB7 smo potrdili s stresnimi vzorci laktoferina. 
- Metodo XB7 smo validirali v skladu z ICH smernicami.  
- Z vidika validacijskih parametrov se je metoda izključitvene kromatografije 
izkazala kot manj primerna glede na reverznofazni kromatografski metodi.  
Primerjali smo spektroskopske metode s kromatografskimi in postavili stabilnostno 
indikativno analizno metodologijo za vrednotenje laktoferina.  
- Reverznofazni kromatografski metodi sta primerni tako za kvalitativno kot tudi za 
kvantitativno vrednotenje laktoferina.  
- Metoda izključitvene kromatografije je primerna za kvalitativno vrednotenje 
laktoferina, alternativno jo lahko pri višjih koncentracijah laktoferina uporabimo 
tudi za kvantitativno vrednotenje.  




- Med spektroskopskimi metodami je za kvantitativno vrednotenje najprimernejša 
UV spektroskopija, vendar le v enostavnih vzorcih, ker metoda ni selektivna. Zato 
tudi ni primerna za kvalitativno določanje.  
- S fluorescenco lahko zaznavamo spremembe v zvitju laktoferina.  
- V stabilnostne študije je smiselno vključiti tudi določanje koncentracije skupnih 
proteinov.  
- Za sočasno kvalitativno in kvantitativno analizo so ustreznejšne kromatografske 
metode, ki jih lahko glede na namen analize dopolnjujemo s spektroskopskimi.  
- Glavna pomanjkljivost kromatografskih metod je kompleksnost analize in časovna 
potratnost.  
- Prednost spektroskopskih metod je boljša cenovna dostopnost in hitrost analize.  
Razvite metode smo uporabili za analizo realnih vzorcev.  
- Za polizdelek F (mikrosfere) smo poiskali ustrezno topilo (0,2 M natrijev citrat).  
- Dodatno smo potrdili selektivnost kromatografskih metod.  
- Ugotovili smo, da separacijska tehnika in medij vplivata na kvantifikacijo 
laktoferina.  
- Za kvantifikacijo smo izbrali reverznofazno kromatografsko metodo, ki se je bolje 
kot metoda izključitvene kromatografije izkazala z vidika validacijskih parametrov 
in manjšega vpliva medija na odziv laktoferina.  
- Potrdili smo ustreznost reverznofazne kromatografske metode za predviden namen 
uporabe z dokazom ponovljivosti priprave vzorca in dobrega izkoristka metode.  
- Določili smo vsebnost trem komercialnim izdelkom in šestim polizdelkom z Lf.  
Preverili smo stabilnost laktoferina pri različnih pogojih.  
- Laktoferin najbolj občutljiv na bazični medij ter povišano temperaturo, najmanj pa 
na izpostavitev svetlobi.  
- S kombinacijo različnih analiznih metod lahko vidimo razlike glede na mehanizme 
razpada.  
- Pri segrevanju laktoferina med 60 in 80 °C velja Arrheniusova enačba.  
- Pri segrevanju na 50 °C ali več po 24 urah v vzorcu ni več nespremenjenega 
laktoferina, enako po 10 minutah v 0,1 M NaOH.  
- Laktoferin v izdelku A je manj stabilen od izolata laktoferina.  
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